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(54) A procedure and a device for the characterization and/or as reference of a binding complex. 

(57) A procedure for the characterization and/or as reference of a binding complex shows the 
following steps: 

The supplying of a first binding partner and a conjugation from a second and a third binding partner 
for supplying a forth binding partner, 

Create a chaining of the binding partners in which the first binding partner creates a sample 
complex with the second binding partner and the third partner creates a reference complex with the 
fourth partner. 

Emitting a force to the chaining, which leads to the separation of the sample complex, or the 
reference complex. 

Determining which of both binding complexes were separated- 
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1 A procedure for the characterization and/or as reference of a binding complex with the steps: 
The supplying of a first binding partner and a conjugation from a second and a third binding partner 
for supplying a forth binding partner, 

Creating a chaining of the binding partners in which the first binding partner creates a sample 
complex with the second binding partner and the third partner creates a reference complex with the 
fourth partner 

Emitting a force to the chaining, which leads to the separation of the sample complex, or the 
reference complex and 

Determining which of both binding complexes was separated. 
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(§) Verfahren und Vorrichtung zur Charakterisierung und/oderzum Nachweis eines Bindungskomplexes 

(57) Ein Verfahren zur Charakterisierung unc(/oder zum 
Nschweis eines Bindungskomplexes weist foigende 
Schritte auf: 

Bereitsteiien eines ersten Bindungspartners und eines 
Konjugats eus einem zweiten und einem dritten Bin- 
dungspartner und Bereitsteiien eines vierten Bindungs- 
partners, 

Bilden einer Verkettung der Bindungspartner, wobei der 
erste Bindungspartner mit dem zweiten Bindungspartner 
einen Probenkompiex und der dritte Bindungspartner mit 
dem vierten Bindungspartner einen Referenzkomplex 
ausbildet, 

Aufbnngen einer Kraft an die Verkettung, die zur Tren- 
nung des Probenkomplexes oder des Referenzkomplexes 
fun rt und 

Bestimmen, welcher der beiden Bindungskomplexe ge- 
trennt wurde. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrirfl ein Verfahren und eine Vbrrichtung zur Charakterisierung und/oder zum Nachweis eines 
Bindungskomplexes, insbesondere mittels Umerscheidung molekularer TYennkrafte durch einen differentiellen Kraftlest 

5 

Bindetesls auf der Basis von Gleichgewichtskonstanten 

[0002] Nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen Molekttlen beruhen auf der atomaren Interaktion von Bindungs- 
partnern durch WasserstofTbrucken> ionische, hydrophobe und vander-Waals Krafte. Schwache Wechselwirkungen sind 

10 GroBenordnungen geringer als kovaienle Bindungen, die durch chemische Reaktionen gebildet oder gelost werden. 
[0003] Nichl-kovalente Wechselwirkungen zwischen Bindungspannern mit einem hohen Grad an selektiver Bindeei- 
genschaft sind die Vorausseizung f Or die molekulare Erkennung, die man sich in der chemischen Analytik und der Dia- 
gnostik zu Nutze inachu Im Foigenden werden solche Wechselwirkungen als spezifische Wechselwirkungen bezeichnet. 
Bei den Verfahren zum Nachweis oder der Charakterisierung biochemischer Molekiile handelt es sich nteistens um Bin- 

15 dttcsts. 

[0004] Ein Bindetest basiert auf der Ausbildung eines Bindungskomplexes durch die spezifische Wechselwirkungen 
eines Liganden mit einem Rezeplor und dem Nachweis dieses Komplexes. 

[0005] Bei diagnostischen Bindelest kommt es darauf an, eine bekannte Substanz in einer Probe nachzuweisen: 

20 - Die Idenuta*t einer Probesubstanz zu bestimnien 

- Eine Probesubstanz in einem kompiexen Probegemisch nachzuweisen 

- Varianten einer Probesubstanz zu unlerscheiden 

- Die Konzentration einer Probesubstanz zu bestimmen 

?5 |0006] Bei Bindetests fur die Entwicklung neuer Diagnostika oder Therapeutika komml es darauf an, zu einem be- 
siimmten Bindungspartner einen passenden, noch unbekannten zweiten Bindungspartner zu finden, d. h.: 

* 

Aus einer Vielzahl von Probesubstanzen diejenige zu identifizieren, die an einen bestimmten Rezeptor bindet 
Die Bindungskonstante der Probesubstanz zum Rezeptor zu bestimmen 
.«) Wciicre Bindungseigenschaflen wie die Rate der Assoziation (on rate) oder der Dissoziation (off rate) zu bestim- 

mcn 

|0007 1 Tn der Tmmunodiagnostik handell es sich bei den Rezeprnren i. d. R. um Antikorper oder Antikorperderivate, 
mil denen Aniigene von Proteinen, niedermolekulare Substanzen aber auch Viren und ganze Zellen nachgewiesen wer- 
.tf den konncn. 

1 0008 1 In der molekularen Diagnostik spricht man bei dem Rezeptor von einer Sonde, die aus einer NukLeinsaure wie 
UNA oder KNA besteht und mit der Nukleinsauren in einer Probe nachgewiesen werden. 

1 0009 1 Der vcrbrciieistc immunodiagnostische Test isi der enzyme linked immunosorbent assay (EUSA) Beim EUSA 
wire! ein ersier Antikorper auf einer Oberflache immobilisiert, Er bindet selektiv ein Antigen eines zugegebenen Probe- 

-10 gemisehs uber cine crsic Bindestelle (Epitop). Ein zweiter Anukorper, der mit einer Markierung versehen ist und der sich 
in frcier TAsung bcfindci bindet an ein zweites Epitop des Antigens. Bei einem Separationsschritt, wird die Fraktion des 
markicnen Aniiktirpcrs abgetrennt, die nicht an das Antigen gebunden hat. Die auf der Oberflache zuruckbieibenden 
Sandwieh-Komplcxe aus crsicm AntikSrper, Antigen und zweitem Antikorper werden anhand der Markierung nachge- 
wiesen. An die Markierung vermag i. d. R ein Enzym zu binden, das mittels Bildung eines Farbsioffes das Signal ent- 

45 wickcll. Der l arbstoll isl lelzllich das MaB fur die Menge des Antigens in der untersuchten Probe. 

|0010| liin typischer molekulardiagnosiischer Ttel isl die SouLhem-Hybridisierung. Sie beruhL auf der Wechselwir- 
kung eines bckannicn Nuklcinsaurcmolckiils, der Sonde, zu cincr komplcmcntarcn Nuklcinsaurc cincs Probcngcmischs. 
Die Probe wird auf einer Oberflache immobilisiert und die markierte Sonde zugegeben. Bei geeigneten Puffer- und Tem- 
peraiurbedingungen binden die SondenmolekQle an komplementare Sequenzen der Probe. Nach Separation der nicht ge- 

50 bundenen Sonde werden die gebildeten Nukleinsaureduplexe aus Sonde- und Probemolekulen mittels der Markierung 
quant ili/ieri. 

|0011 1 Bei der reversen Souihern-Hybridisierung, dieGrundlage fur die hoch parallele Nukleinsaureanalyse auf minia- 
lurisierten Sondenanordnungcn (DNA microarrays) isU werden die SondenmolekQle auf der Oberflache gebunden und 
uiarkicne PruheiiiolekUtc in frcier Losung zugegeben. 
55 (0012| HUSA und Souihern-Hybridisierung haben gemeinsam, daB das Bindeereignis durch eine Markierung nachge- 
wiesen wird und daB einer der Bindepartiier auf einer Oberflache gebunden wird. Eine weitere Eigenschaft, die sie mit al- 
ien gangigen Bindclcsl gemeinsam haben besteht darin, daB man Bindeeigenschaften zweier Bindungspartner zueinan- 
dcr auf der Basis der GroBc der Bindungsenergie im resuitierenden Bindungskomplex charakierisiert. 

60 Model! der molekularen Wechselwirkung 

(0013| Die chemische Wechselwirkung zwischen zwei Bindungspartnern laBt sich anhand verschiedener Modelte be- 
schreiben. Das klassischc iheoreasche Gerust ist die Thermodynamic Fur die Entwicklung der Thermodynamik war 
ausschlaggchcnd. daB cs lange nicht moglich war molekulare Wechselwirkungen an einzelnen Molekuten zu messen. 
65 Deshalb bcschrcibi sic die Wechselwirkung von Teilchen auf der Basis makroskopisch meBbarer GroBen. Hieraus resul- 
licri das Kon/cpi der Bindungsenergie, die als die zum L6sen einer Bindung erforderliche Energie definiert ist. Die Bin- 
dungsenergie zweier Bindungspartner zueinander kann Uber die Messung der Konzentrationen von freien und gebunde- 
ncn Bindungspartnern iiber die Gleichgewichtskonstanie abgeleitet werden. 
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[0014] Ein grundlegend anderes Konzepl zur Charakterisierung molekularer Wechselwirkung wurde durch die Kraft- 
messung, z. B. mil dem Atomic Force Microscope, an einzelnen Molekiilen ermtfglicht. Die Krafte, die zwischen den 
Alomen zweier Bindungspartnem ausgebildei werden, konnen experimentell durch die aufzuwendende Trennkraft be- 
stimmt werden. Aus der Ratenabhanigkeit der Trennkrafte kann unier bestimmten Voraussetzungen das Bindungspoten- 
lia! cines Bindungskomplexes rekonstruiert werden. Im Gegensatz zu einer Charakterisierung eines Bindekomplexes an- 5 
hand seiner Bindungsenergien, ist. der Zerfall des Komplexes bei einer Kraftmessung nicht. durch die ihcrmische Anre- 
gung sondcrn durch einen manipulate ven Eingriff bedingl. 

[0015] Zur Erlautcrung des Bindungspotentials, wird hier ein stark vereinfachtes Bindungsmodell beschrieben. 
[0016] Ein Bindungskomplex ist. nicht. alleine durch seine Bindungsenergie charakterisiert Er besitzl auch eine fur ihn 
charakteristische Aktivierungsbarriere welche seine Binde- und Zerfallswahrscheinlichkeit bestimmu Auch besitzt jeder 10 
Bindungskomplex eine definierte raumliche Struktur Eine diese Struklur beschreibende charakteristische GroBe ist die 
Bindungslange oder Potential weitc. Diese GroBen lassen sich in folgendem einfachen Modell des Bindungspotentials zu- 
sammenfassen, das in Fig. 1 dargestelit ist. 

[0017] Im gebundenen Zusiand sitzt der Ligand im Minimum des Potentials. Urn den Komplex aufzubrechen muB der 
Ligand fiber die Potcntialbarriere aus der Bindungstasche bzw. aus dem Bindungspotential hcrausgezogen werden. Die 15 
dazu ntftige Kraft ist bestimmt durch die Ableitung des Potentials (Sleigung). 

[0018] Dem mechanischen Aufbrechen ist ein spontaner Zerfall des Komplexes durch thermische Aktivierung liberla- 
gert Dieser spontane Zerfall ist ahhangig von der Aktivierungsbarriere AG. Eine an den Komplex angelegte Kraft er- 
niedrigi die noch zu Ubcrwindcnde Aktivierungsbarriere. Bei jeder anliegenden Kraft bcsiizl. der Komplex damit einege- 
wisse Wahrscheiniichkeit innerhalb einer bestimmten Zeit zu zcrfallen. Die Kraft, bei der ein Komplex tatsachlich zer- 20 
fallt, hangt daher auch davon ab. wic schncll die Kraft angelegl wird. Steigert man die angelegte Kraft kontinuierlich mil 
einer festen Kraftrate r bis der Komplex zerftMu erhait man folgende miulcrc Trennkraft fUr den Komplex in Abhangig- 
keit von der angelegten Kraftrate: 

r kT . f Ax r 1 



Methoden der molekularen Kraftmessung 



25 



I0019J Bestimmt man unter verschiedenen Kraftraten jeweils die mittiere Trennkraft, laBt sich daraus die fllr den Bin- 
dungskomplex charakteristische Bindungsweite Ax und die Zerfallsrate k 2crfaU des Komplexes bestimmen. 30 
|0020] Das Messen von Trennkr&ften stellt daher einen neuen Zugang zur Charakterisierung von Bindungskomplexen 
dar. 



35 



10021] Obwohl die groBe Mehrheil der Bindetests selektive Wechselwirkungcn auf der Basis von Bindungsenergien 
nachweist, gibt es Beispiele fUr Methoden die sich die Vorteile der charakteristischen Trennkrafte der Bindungskomplexe 
zu eigen machen. 

[0022] Das crste Beispiel fur eine solche Vorrichtung ist der "surface force apparatus" (SFA) der 1 976 von Israeiachviii 
cntwickelt wurde (Patent US 5861954, 1 999, Israeiachviii). Mit diesem Apparat konnen AdhasionskraTte zweier Mole- 40 
kulschichten zueinander gerhessen werden. Jede der Probesubstanzen wird hierzu auf ein zylindrisch gebogenes Glim- 
merblattchen aufgebracht, die im Idealfall in nur einem Punkt in Beriihrung gebrachl werden. Durch eine genau kontrol- 
licrte Bewegung der Glimmeroberflachen zueinander werden Krafte zwischen den molekularen Schichten angelegt 
MiBt man die Bewegung der Oberflachen zueinander in Abhangigkeil der angelegten Kraft, so erhait man eine Aussage 
Ubcr die Adhasionskrafle zwischen den beiden molekularen Schichten. " 45 

10023] Bei der zweilen Methode zur Messung molekularer Krafte handelt es sich urn das "atomic force microscope" 
(AMvI). Mit dem AFM gclang die crslc Bcstimmung der Trennkraft cincr schwachen Wechselwirkung cines biologi- 
schen Rezeptor-Ligand-Paares, dem Biotin-Streptavidin-System (E.-L. Florin, V. T. Moy and H. E. Gaub, Science 264, 
415 (1994)). Im Gegensatz zum SFA werden beim AFM keine makroskopischen Oberflachen in Kontakt gebracht Die 
Spitze eines AFM ist nur wenige Nanometer grofi und kann sich an ihrem Ende im Idealfall auf ein einzelnes Atoms zu- so 
spitzen. Im Bestfall kann man zwischen einer AFM Spitze und einer zweiten Oberfiache einzelnes Molekul, z, B. einen 
DNA-Doppelstrang, aufhangen. Wird die Spitze nun von der Oberfiache weggezogen, so kommt es zur Spannung des 
MolekUls und zur Verbiegung des AFM-Cantitervers, die bei bekannter Federkonstante des Cantilevers eine Messung 
der molekularen Bindekrafte erlaubt 

[0024] Eine Abwandlung der AFM-Methode, die in Richtung diagnostischer Anwendung zielt wird in Patent 55 
US 5992226; Lee et al. beschrieben. Hier ist die Probe satt auf einer flachen Oberfiache zwischen einem spitz auslaufen- 
den Vorsprung und der AFM-Spitze gebunden. bzw. einer Oberfiache auf dem AFM-Cantilever gebunden wird. 
10025] Eine drioe Methode zur Charakterisierung molekularer Krafte basiert auf der Mjrwendung mikroskopisch klei- 
ner magnelischer Kugeln. Man bindet einen Rezeptor auf einer magnetischen Kugel und iaBt diesen mit einem Liganden, 
der wiederum an einer Oberfiache gebunden ist, einen Bindungskomplex bilden. Setzt man die Magnetkugei einem de- 60 
finiertem magnetischen Feld aus, so kann man eine definierte Zugkrafl an den Bindungskomplex zwischen Kugel und 
Oberfiache anlegen. Beobachtet man die Position der Magnetkugei in Richtung der Zugkraft, wahrend man diese variiert 
bis es zur TVennung des Bindungskomplexes kommt, so kann man die IVennkraft bestimmen, die benougt wird urn Re- 
zeptor und Ligand auseinanderzureifien. 

10026] Der Nachweis von Trennkraften mit Magnetkugeln leitet sich vpn einem immunologischen Sandwichlest ab, 65 
bei dem die Krafte nur zur Separation von ungebundenen und gebundenein Ligand eingesetzt werden (Patente 
US 5445970 und US 5445971, 1995, Rohr). Ein weitergehender Ansatz sieht eine Feinabstimmung der Zugkrafte vor, so 
daB prinzipiell schwache spezifische Bindungen eines Antigens zu einem Anlikorper von starken unterschieden werden 
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konnen (Patent WO 9936577, 1999, Lee). 

[0027] Bei der vierten Methode handeit es sich urn eine Kraftmessung mit "optischen Pinzetten" (Optical 1\veezers). 
Die Grundlagen dieser Technik gehen auf Arthur Ashkin zuriick. Die Ausiibung der Zugkraft wird hier durch die Bewe- 
gung eines stark fokussierlen Laserstrahls ausgeiibt, der einen nrikroskopischen Partikel einfangen und bewegen kann. 
5 [0028] Eine Anwendung der Optical Tweezers zur Kraftmessung fiir diagnostische Zwecke wurde durch Kishore be- 
schrieben. (Patent US 5620857, 1997, Kishore et al.) 

[0029] Die ftinfte Methode beruht auf der Adhasion eines elastischen Stempets (Conformal Pillar), der mit einer Pro- 
besubstanz bescbichtet ist zu einer Oberflache, die mit einer Sonde beschichtet ist. Beim wieder Ablosen des Stempels 
von der Oberflache kfcnnen TrennkraTte gemessen werden, die der Identifikation der Probe dienen (Patent BP 0962759; 

10 1999, Delamarche et al). Bindungskomplexe anhand von Trennkraften statt an Bindungsenergien zu charakterisieren 
bringt einige bedeutende Vorteile. Uber die Potentialweite der Bindung erhaTt man einen neuen unabhangigen Parameter 
zur Charakterisierung der Bindung, der es erlaubt verschiedene Bindungsmodi, die gleiche Bindungsenergien besitzen 
voncinander zu unterscheiden. Dies gilt insbesondere fiir die Unlerscheidung von unspezifischen von spezifischen Bin- 
dungen bei Proteinen, sowie fur die Diskriminierung zwischen Nukleinsaureduplexen, die vollstandig komplementar 

15 sind bzw. Fehlpaarungen aurweisen. Ein weiterer \brteil liegt darin, das Assoziationsraten und Dissoziationsraten be- 
stimmt werden konnen, was mit herkdmmlichen Bindetests schwierig ist. 

[0030] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren und eine Vorrichtung bereitzustellen, das bzw. die 
einen einfachen Test ermoglicht. 

[0031] Diese Aufgabe wird mit den Merkmalen der PatentansprUche gelost. 
20 [0032] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es die beschriebenen Vforteile von Bindetesls, die auf der Un- 
terscheidung von Trennkraften beruhen fUr ein breites Anwendungsfeld und die kommerzielle Nutzung zugSnglich zu 
machen, was durch den bisherigen Stand der Technik nicht mSglich war. 

[0033] Die Erfindung hat Vorteile gegenQber herkdmmlichen Kraftdiskriminierungsmetlioden. Die herkommlichen 
Methoden der molekularen Kraftmessung sind Weiterentwicklungen von Metlioden, die ursprQnglich einem vollig ande- 

25 ren Zweck dienten. Der SEA wurde fiir Oberflachenkrafle, AFM fUr die Abbildung von Oberflachen, Magnetkugeln fur 
die Separation von MolekUien und die Conformal Pillar Methode zum Strukturieren von Oberflachen entwickelt. 
[0034] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist einen Krafttest bereitzustellen, der Bindeeigenschaften eines 
Bindungskomplexes durch simuhanes testen vieler nicht kooperativer Einzelereignisse testen kann. 
[0035] Bei Meihoden mit magnetischen Kugeln (magnetic beads) erhalt man i. d. R. IVennkrafte, die auf mehreren ko- 

io operativen Ereignissen beruhen, da mehrere Bindungskomplexe an einer Kugel befestigt werden. 

10036] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist ein Krafttest, bei dem die Trennung des Bindungskomplexes 
und die Detektion des Ergebnisses zeitlich getxennt sind (einraalig). Dies resultiert in einem einfachen apparativen Auf- 
bau und einer hohen FlextbiHUtt bei der Auswahl der Detekrionsmethode. 

(0037] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist ein Krafttest, der keinen komplexen apparativen Aufbau erfor- 
35 dert und dessen Durchfuhrung keine Experten erfordert Dies ist vergleichbar mit conformal pillar. 

[0038] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist ein Krafttest, der eine bohe paraliele Messung vieler verschie- 
dcner Proben ermoglicht. 

[0039] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist ein Krafttest, bei dem ZugkrSfte realisierbar sind, die weit Uber 
dem der Optical Tweezers und dem der magnetischen Kugeln liegen. 
40 [0040] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist eine schneilere Bindungskinetik der Bindepartner bereitzustel- 
len, als sie bei einem Verfahren wie dem ELISA moglich ist, bei dem die Kinetik durch die Diffusionsgeschwindigkeit 
der in freier Losung befindlichen Reaktionspartner limitiert ist, 

[0041] Im Gegensatz zu den beschriebenen Methoden handeit es sich bei der vorliegenden Erfindung urn eine Technik, 
die von Anfang an fiir die Besummung von Bindungspotentialen konzeptioniert wurde, und die gegenuber dem Stand der 
45 Technik bedeutende Vorteile bietet. Der Surface Force Apparatus von Israelachvili ist nicht fur die Analyse von Biomo- 
lekiilen geeignet. Der apparalive Aufbau ist ausgesprochen komplex und teuer und schon deshalb fur diagnostische An- 
wcndungcn kaum gccignct Enc parallclc Messung vcrschicdcncr Substanzcn ist nicht bcschricbcn und dUrftc nur 
schwer zu verwiriclichen sein. 

[0042] Der Hauptvorteil des Atomic force Microscope ist seine hohe Kraftaufldsung. Der komplexe apparative Aufbau 

50 fUhn jedoch zu hohen Anschaffungskosten und auch die Handhabung, die einen Experten erfordert, machl dieses Gerat 
ungeeignei fUr eine Nutzung auBerhalb der Grundlagenforschung. Eine weitere EinschrSnkung besteht darin, das ein sta- 
tistisch gesichertes MeBergebnis eine Vielzahl von sequendeilen Experimenten erfordert und deshalb mit einem groBen 
Zeitaufwand verbunden ist. Auch hinsichtlich einer der wichtigsten Anforderungen an ein diagnostisches MeBverfahren, 
der parallelen Messung vieler verschiedener Probesubstanzen, hat das AFM eine inharenten Nachteil. 

55 [0043] Der Einsatz von magnetischen Kugeln ist problematisch hinsichtlich der Ausubung von Kraften. Praktikable 
Partikelgr5Ben und Feldstarken erlauben keine Krafte, die imstande waren einen DNA-Duplex auseinander zu Ziehen, 
was diese Methode von dem Einsatz in der molekularen Diagnostik ausschlieBt. Die selbe Problematik gilt fQr die Vfer- 
wendung von Optical Tweezers. Die realisierbaren Zugkrafte liegen hier deudich unter 100 pN und sind somit viel zu ge- 
ring urn einen DNA-Duplex testen zu konnen. 

60 [0044] Die Conformal-Piliar-Methode verwendet kleine Stempelchen, die mit einem der Bindungspartner beschichtet 
sind und die gleichzeitig als LichUeiter zur Detektion der Ablosung des Stempelchens von der zweiten Oberflache die- 
nen. Die Miniaturisierung der Stempelchen ist somit limiuert, da sie mindestens die Abmessung der Wellenlange des ver- 
wendeten lichtes haben mOssen. Ein weiterer Nachteil der Conformal Pillar besteht darin, daB das ZerreiBen der Bin- 
dungskomplexe nichi unabhangig, d. h. kooperativ erfolgt, was zu einer Verschlechterung der MeBstatistik fiihrt 

65 [0045] Die vorliegende Erfindung vereinigt mehrere Eigenschaften auf sich, die in dieser Weise keine herkommhche 
Methode aufweisen kann 
Ein einfacher und gunstiger apparativen Aufbau 
Eine einfache Handhabung 
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« 

Eine hohe Kraftaufldsung bei simultaner Messung einer Vielzahl von Bindeereignissen 
Nicht Jimitierte Zugkraft 

Nichl koopcratives simultanen Testen vieler Bindungskomplexe 

10046] Die Moglichkeit. viele gleichanige Probenkomplexe walirend eines MeBvorganges glcichzeitig zu testen, wobei 
das Ergebnis fiir jeden Komplex unabhangig von den anderen Komplexen ausfallt, also nicht-kooperativ ist, isl als einer 5 
der Hauptvorteile der Erfindung anzusehen. Bei den beschriebenen Methoden mi! dem confonnal pillar Oder mit magne- 
tischen Kugeln handelt es sich sieis urn koopcraUve Ereignissc, da eine TYcnnung einiger der Komplexe sich auf die 
Trennwahrscheinlichkeil der verbleibenden Komplexe auswirkt. Die Information Uber die Einzeiereignisse gent dabei 
verloren. 

10047] Die zur Beschreibung der Erfindung verwendeten Begriffe werden folgendermaBen definiert 10 
Aufhangung: Verbindung eines Bindungspartners mil einer Halteeinrichtung. 

Bindeeigenschaften: Vcrhallnis zweier Bindungspartner zueinander wie: keine Bindung; Bindungsaflinilal; Bindungs- 
modus. 

Bindungskomplex: Komplex aus mehreren Bindepartnern; MoIekUlen oder Korpem oder Korpem und Molckiilen die 
mileinander in Wechselwirkungen siehcn und die durch eine Zugkraft gefrennl werden konnen. 15 
Bindungspartner: Bestandteil eines Bindungskompiexes, der durch ZugkrSfle von einem anderen Bindungspartner ge- 
trennt werden kann. Bindungspartner konnen spezifisch oder unspezifisch mircinander wechselwirken. Die Wechselwir- 
kung isl nicht-kovalent. 

Biomolekliie: MolekUledic aus biologischen Sysiemen gewonnen werden bzw. kunslliche Molekule die solchen aus bio- 
logischen Sysiemen gleichen. 20 
Konjugat: Verbindung von zwei Bindungspartnern. 
Verbindung: Verbindungselement eines Konjugats, 
Referenzkomplex: Bindungskomplex mit einer bekannten Trennkraft. 
Ligand: Einer der Bindungspartner eines spezifischen Bindungskompiexes. 

Milllere Trennkraft: Arithmetrisches Mitlel der Trennkrafte mehrerer gleichartiger Bindungskomplexe, deren individu- 25 

elle Trennkraft aufgrund der ihennischen Anregung variierl. 

Probe (target): Molekul, Polymer, usw. das einen Probenkomplex ausbilden kann. 

Probenkomplex: Bindungskomplex der zu charakterisieren/nachzuweisen ist. Entweder handelt es sich urn zwei be- 
kannlc Bindungspartner, deren Bindungseigenschaften bestimmt werden sollen oder es handelt sich urn einen bekannten 
Bindungspartner. Es kann sich urn eine unbekannte oder eine bekannte Trennkraft handeln. 30 
Rczeptor Einer der Bindungspartner eines spezifischen Bindungskompiexes. 

Separation: Bindungspartner die keinen Bindungskomplex eingegangen sind von solchen absondern, die einen Bin- 
dungskomplex eingegangen sind. 

Speafische Wechseiwirkung: Molekulare Wechselwirkung zwischen zwei Bindungspartnern eines Bindungskompiexes. 

die sich durch ein hohes MaB an molekularer Erkennung auszeichnet. 35 

Trennkraft (unbinding force): maximal nolige Kraft um einen Bindungskomplex mechanisch zu irennen. 

Verkettung: iineare Anordnung eines ersten Bindungspartners, der an einen zweiten Bindungspartner eines Konjugats 

bindct und eines dritien Bindungspartners der Bestandteil des Konjugats ist und der einen vierten Bindungspartner bin- 

det. 

[0048] Die Erfindung wird nachstehend anhand von Beispielen und der Zeichnungen naber erlautert. 40 
[0049] Eszeigen 

[0050] Fig. 1 ein vereinfachtes Bindungspolential eines Bindungskompiexes, 

[0051 ] Fig. 2 das Prinzip des differentiellen KrafttesL Nach der AusUbung einer Zugkraf t auf das Konjugat aus B 1 und 
B2, komml es zum ZerreiBen von Bl falls Fi > F 2 oder zum ZerreiBen von B2 falls F t < F 2 , 

|0052] Fig. 3 die Unierscheidung zwischen unspezifischen Wechselwirkungen mit einem Kdrper und spezifischen 45 
Wechselwirkungen mil eineni Bindungspartner, 

[0053] Fig. 4 die Unierscheidung cincs vollstandig gepaarten Nuklcinsfiurcduplcxcs von cincm unvollstandig gepaar- 
tem, 

[0054] Fig. 5 die simultane Ausflihrung eines vergleichen Krafltests an fUnf unabhangigen, gleichartigen Bindungs- 

komplexen im Sandwich format. Die Probe verftigt in diesem Fall uber die Bindungspartner BP2 und BP3. Die Probe ist 50 

mil einer Markierung versehen. Da F t > F 2 ist, zerreiBen uberwiegend die Bindungskomplexe B2, und 

[0055] Fig. 6 die simultane Ausfuhrung eines vergleichenden Krafltests an fiinf unabhangigen, gleichartigen Bin- 

dungskomplexen im Captureformat. Die Probe verfugt in diesem Fall an die Oberfiache I gebunden. Das Konjugat aus 

Ri und R 2 ist mit einer Markierung versehen. Da F { > F 2 ist, zerreiBen Uberwiegend die Bindungskomplexe B2. 

[0056] Fig. 7 zcigt einen Siempelapparal, der zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens geeignet ist Eine 55 

genauere Beschreibung findet sich im Experimentellen Beispiel 1 . 

[0057] Fig. 8 zeigi Darstellungen einer Unterlage (8A) und eines Stempels (8B) nach einem Krafttest zum Vergleich 
der Komplexe Biotin/Slreptavidin und Iminobiotin/Streptavidin (siehe Experimentelles Beispiel 1). 
[0058] Fig. 9 zeigl Darstellungen je einer Unterlage (9A und 9C) und eines Stempels (9B und 9D) nach Krafttests zum 
Vergleich zweiter DNA-Duplexe (siehe Experimentelles Beispiel 2). Fig. 9A zeigl die Unterlage bei Experiment 2a, Fig. 60 
9B zeigt den Stempel bei Experiment 2a, Fig. 9C zeigt die Unterlage bei Experiment 2b, Fig. 9D zeigt den Slempel bei 
Experiment 2b. 

[0059] Fig. 10 zeigt die Ergebnisse der Auswertung von Unterlage und Stempel nach einem Kraftvergleich, wobei ein 
DNA-Duplex mil einem idenuschen Duplex (10C und D) und einem weiteren Duplex (10A und B) verglichen wurde 
(siehe Experimenlelles Beispiel 2). 65 
[0060] 10A: Unterlage bei Experiment 2a; 10B: Slempel bei Experiment 2a; 10C: Unterlage bei Experiment 2b; 10D: 
Stempel bei Experiment 2b. Es handelt sich jeweils um Ausschnitle von Fluoreszenzprofilen. 
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1. Erster Bindungspanner BP1 

2. Zweiter Bindungspanner BP2 

3. Driller Bindungspanner BP3 

4. Vierter Bindungspanner BP4 
5 5. Bindungskomplex 1 (Bl) 

6. Bindungskomplex 2 (B2) 

7. Konjugat aus Bl und B2 

8. Konjugal des zweiten Bindungspanners BP2 und des dritten Bindungspartners BP3 

9. AufhSngung des ersten Bindungspartners BP1 
to 10. Aufhangung des vienen Bindungspartners BP4 

1 1 . Verbindung des zweiten Bindungspartners BP2 und des driuen Bindungspartners BP3 

12. Vektor der Zugeschwindigkeit 

13. Oberflachel 

14. Oberflache2 
15 15. Probe 

16. Probe mil dem zweiten Bindungspanner BP2 und dem dritten Bindungspanner BP3 

17. AufhSngung der Probe 

18. Markierung 

20 [0061] Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich urn eine Methode, die gegenuber den herkSmmlichen Krafttests 
ein ganzlich unterschiedliches Prinzip der Bestimmung von Trennkraften aufweist. 

[0062] Ein differeniieller Krafttest besteht aus zwei Bindungskomplexen, die miteinander verkettet sind. Beira Anle- 
gen einer Kraft, die Uber den Trennkraften der bciden Bindungskomplexe liegt, koramt es zum Zerreifien eines der bci- 
den Bindungskomplexe. Der Bindungskomplex rait der hSheren Trennkraft bleibt dabei intakt. Kennt man die Trennkraft 

25 eines der beiden Bindungskomplexe, so kann man auf diese Weise darauf scbliefien, ob die TYennkraft des zweiten Bin- 
dungskomplexes grofier oder kieiner als die des ersten ist Der differentielle Krafttest kann fur eine Vielzahi von diagno- 
stischen Anwendungen verwendet werden. Die Erfindung eignet sich insbesondere als Methode zum diagnostischen 
Nachweis oder zur Charakierisierung der Bindeeigenschaflen von biochemischen MolekUlen bzw. Molekiilen nut einem 
hohen (jrad an spezifischer molekularer Erkennung. 

M> |0063] Bei der vorliegenden Erfindung erfolgl die Charakierisierung von Bindeeigenschaflen von Bindungspartnern 
auf Basis der Trennkraft, die fiir das Trennen ihres Bindungskomplexes notwendig ist. 

[0064] Zur Charakierisierung der Trennkraft Fj die fUr die TYennung eines Bindungskomplexes Bl (5) aufgewendet 
werden muB, durch den Vergleich mit der bekannlen Trennkraft F 2 die zur Trennung eines zweiten Bindungskomplexes 
B2 (6) aufgewendet werden mufi. Beide Bindungskomplexe sind zu einem Konjugat verbunden an dessen beiden Seiten 

35 man eine Zugkraft anlegt, Hervorzuheben ist, daB die Zugkraft auf die beiden serieli angeordneten Bindungskomplexe 
gleich groB ist. Uberschreitet die Zugkraft einen Wert, der uber dem einer der Trennkrafte (F { oder F 2 ) liegt, so kommt es 
zur Trennung der Bindepartner desjenigen Bindungskomplexes dessen Trennkraft geringer ist. Kommt es z. B. zur Tren- 
nung des Bindungskomplexes Bl so folgt daraus, da8 F { < F 2 war. Wurde B2 getrennt, so folgt daB F t > Fa war. Fig, 2 
zeigt das Prinzip des Krafttests. 

40 [0065] Bei dem Bindungskomplex Bl (5) handelt es sich in der Regei um einen Probenkomplex, d. h. einen Bindungs- 
komplex, dessen Bindungseigenschaften charakterisieri werden sollen oder bei dem ein Bindungspanner iiber eine be- 
kannte Bindeeigenschaft mit einem anderen Bindungspanner nachgewiesen werden soil. Es kann sich jedoch auch um 
eine undefinierte, unspezifische Wechselwirkung zwischen zwei Bindungspartnern oder zwischen einem Bindungspan- 
ner und einem Korper handeln. 

45 [0066] Bei B2 (6) handelt es sich i. d. R um einen Referenzkomplex, d. h. um einem Bindungskomplex dessen Bin- 
deeigenschaflen, insbesondere eine TYennkraft, bekanm sind, 

[0067] Bei dem vorhcrgchend bcschricbcncn Prinzip handelt es sich nicht um cine "Mcssung* im cngcrcn Sinnc, son- 
dera vielmehr um ein "Lehren". Nach der Deutschen Industrienorm beschreibt der Begriff M Lehren" ein Prufverfahren, 
bei dem der zu prufende Gegenstand mit der einer bekannten Gro'Be eines anderen Gegenstandes verglichen wird. In die- 
50 sem Sinne wird auch bei der vorliegenden Erfindung die Trennkraft des Bindungskomplexes Bl mit einer zweiten be- 
kannten TYennkraft verglichen. Beim "Messen" handelt es sich Wngegen um ein Prufverfahren, bei dem die zu bestim- 
mende GroBe einen konkreten Zahlen wen auf der MeBskala ergibt. Dies entspricht dem Sachverhalt einer Kraftmessung 
mit dem AFM oder mit einer der anderen Methoden des Standes der Technik. 

[0068] Die Besonderheit der vorliegenden Erfindung liegt darin, daB jedem zu testenden Probenkomplex eine Kraft- 
55 lehre im nanoskopischen Mafistab, der Referenzkomplex zugeordnet ist, Jeder Probenkomplex wird unabhangig getestet, 
das Ergebnis vieler Einzeltest ergibt schliefilich das MeBergebnis. Eine Besonderheit, die aus diesem Prinzip folgt, ist die 
Mdglichkeit die Trennung der Bindungskpmpiexe und die Detektion zeitlich getrennt ausfiihren zu konnen. 
[0069] Die Erfindung beriicksichtigt insbesondere die thermische Anregung. Aus dem anfangs erorterten Modell der 
molekularen Wechselwirkung (Fig. 1) ist es erstchtlich, daB die Trennkraft, die bentftigt wird um den Bindungskomplex 
60 Bl bzw. einen weiteren Bindungskomplex B2 zu trennen variiert, da die Wechselwirkung zwischen den Bindungspart- 
nern einer thermischen Anregung unterliegL Deshalb wird gemaB der vorliegenden Erfindung der ^rgleich der beiden 
Bindungspaare vorzugsweise mehrere Male durchgefuhrt, um einen statistisch gesicherten Mittelwert, die mittlere 
Trennkraft, bilden zu konnen, der besagt ob Fi > F 2 oder Fi < F2 ist. Dies geschieht indem man viele gleichanige Bin- 
dungskomplexe gleichzeitig der gleichen Trennkraft aussetzt und bestimmt wieviel der Bindungspanner von Bl und 
65 wieviel von B2 getrennt wurden. 

[0070] Die Erfindung berucksichtigt zusatzlich oder alternativ die Kraftratenabhangigkeit, Ein wichtiger Parameter fiir 
die Ausftihiung eines differentiellen Krafttests ist die Rate der angelegten Zugkraft, da die Trennkrafte Fi und F 2 bei ver- 
schiedenen Kraftraten stark variieren konnen. Um einen difFerentiellen Krafttest nach dem oben beschriebenen Prinzip 
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reproduzierbar wiederholen zu kdnnen ist darauf zu achten, mit nur einer bestimmten Kraftraie zu arbeiten. 
[0D71] Die Kraftrate ist bestimmt. durch die Geschwindigkeit der Zugkrafl und die Elastizitat des Konjugats der bciden 
Bindungskomplexe sami. der Aufhangung des ersten Bindungspartners BP1 und des vierten Bindungspariners BP4. 
|0072] Je nach Anwendung des dirTcrenucllen Krafttests kann man die Kraftraie auch bewuBt variieren um eine be- 
siinmite Information uber einen Bindungskomplex zu erhalien. 5 

Anwendungsbeispiele fUr die Erfindung 

L Unterscheidung von Bindungsmodi 

to 

1.1. Unterscheidung von spezifischen und unspezifischen Wechselwirkungen 

10073] Ein 2enlralcs Problem von Bindetcsts bei denen ein ersler Bindungsparuter auf einer Oberflache immobilisiert 
wird, ist das unspezifische HiniergrundsignaL Das unspezifische Hiniergrundsignai wird durch MolekUle des zweiien 
Bindungspartner verursacht, die in freier Losung zugegeben wurden und unspezifisch an die Oberflache gebunden haben. ts 
Es kommt somii zu einer t)berlagerung des spezifischen Signals, derjenigen Molckule des zweiien Bindepartner, die spe- 
zifisch an den ersten Bindungspartner gebunden haben. Da unspezifische und speziflsche Wechselwirkungen mil ahnlich 
groBe Bindungsenergien binden konncn, isles schwierig sie durch einen BindelesU der auf derDiskriminierung von Bin- 
deenergien beruht zu unterscheiden. 

[0074] Fig. 3 zeigl einen differeniicllen Kraftlest zur Unterscheidung von unspezifischer und spezifischer Bindung. 20 
Das Konjugat aus BP2 und BP3 binder unspezifisch an der Oberflache und spezifisch mi! dem an der Oberflache immo- 
bilisierlen Bindungsparuier DPI mit dem er den Bindungskomplex Bl ausbildet, BP4 bildet mit BP3 einen Bindungs- 
komplex B2. FUr eine besUmmte Kraftraie ist die Trennkraft F 2 des Bindepaars B2 groBer als die unspezifische TVenn- 
kraft des Komplexes zur Oberflache. Die spezifische Trennkraft V { von BP2 und BP1 ist jedoch grdfcer als F 2 . Nach dem 
Anlegen der Zugkraft kommt es deshalb zur Abtrennung des unspezifisch gebundenen Komplexes, jedoch nicht des spe- 25 
zifisch gebundenen. 

1.2. Unterscheidung schwacherer spezifischer Bindungen von starkeren spezifischen Bindungen am Beispiel: Unter- 
scheidung einer Einzelbasenfehlpaarung in einem Nukleinsaureduplex von einer vollstSndigen Paarung 

30 

|0075] Ein wesentiiches Problem bei der Unterscheidung von Nukleinsa'uresequcnzvarianten durch eine reverse Sout- 
hern-Hybridisierung besteht darin, NukleinsaureprobemolekUle, die an die immobilisierte Sonde gebunden haben dahin- 
gehend zu unterscheiden, ob sie vollslSndig komplementar gebunden haben oder eine FJnzelbasenfehlpaarung aufwei- 
sen. Bei einem Test mit nur einer bestimmten Sonde von ca. 15-25 Basenpaaren kdnnen Einzelbasenfehlpaarungen von 
vollstandigen Paarungen auch aufgrund der Bindungsenergien unterschieden werden. Hierzu fuhri man die Hybridisie- 35 
rung nahe der Schmelztemperatur des voilstandig gepaarten Komplexes durch. Unter diesen Bedingungen isi die Fehl- 
paarung instabil. Bei einer Anordnung mehrerer, Sonden verschiedener Sequenz, wie es bei einer reversen Hybridisie- 
rung meist der Fall ist, besteht diese Moglichkeit jedoch nicht. 

[0076] Fig. 4 zeigt eine Unterscheidung einer vollstandigen Basenpaarung von einer Einzelbasenfehlpaarung 

40 

2. Bestimmung von Dissoziauonsraten 

[0077] Dissoziationsraten (off rates) zweier Bindungspartner eines Probenkomplexes konnen bestimmt werden, wenn 
man einen Probenkomplex gegen mehrere Referenzkompiexe mit verschiedenen TrennkrSflen bei verschiedenen Kraft- 
raten teste!. 45 
[0078] Die Ausfuhrungen der Erfindung erfolgi mit folgenden Milteln: 

1. Ausiibung von Kraften 

[0079] Das Ausiiben von Zugkraften auf den Konjugat der beiden Bindungskomplexe B 1 und B2 kann auf sehr unter- 50 
schiedliche Weise bewerksfelligt werden, wobei es nicht darauf ankommt von welcher Nalur die angeiegte Kraft ist. 
10080] Bei der bevorzuglen Ausfiihrungsfonn handelt es sich bei der Zugkraft um einen mechanischen, makroskopi- 
schen Zug. Hierzu wird das Konjugat aus Bl und B2 zwischen zwei Korpem befestigt und diese voneinander wegbe- 
wegt, bis es zur Trennung des Komplexes kommL Die Kdrper kGnnen nanoskopisch klein sein, wie es etwa bei dem Can- 
tilever eines AFM's der Fall ist. Es kann sich jedoch ebenso um makroskopisch groBe Oberflachen handeln. 55 
[0081] Im zweiten Fall werden die Zugknifte durch magneusche Partikel hervorgerufen, die am Konjugat (7) aus Bl 
und B2 befestigt sind und auf die ein magnetisches Feld einwirkU Es kann sich um zwei verschiedene Partikel handeln, 
die jeweils an einem Ende des Komplexes befestigt sind und die in einem Fall diamagnetisch im anderen Fall parama- 
gnetische Eigenschaften haben. 

[0082] In einem dritten Fall nutzt man die Moglichkeit das Konjugat aus Bl und B2 mit groBen MolekUlen oder Poly- 60 
meren zu verbinden und mittels deren Widerstand in einem FlUssigkeitsstrom ZugkraTte aurzubauen. Dynamische Zug- 
krafte lassen sich aufbauen, wenn das Konjugat aus Bl und B2 zwischen Partikel gebunden wird, in die sich Schallwel- 
len, insbesondere Ultraschall einkoppeln lassen. 

[0083] In einem vierten Fall nutzt man den EinfluB eines elektrischen Feldes auf geladene Molekule, wie dies eiwa bei 
einem elektrophoretiscben Verfahren der Fall isL Das Konjugat aus B 1 und B2 wird hierzu zumindest an einem Ende mil 65 
einem geladcnen Molekul, vorzugsweise einem vielfach geladenen Polymer verbunden. Wferden beide Enden mit einem 
geladenen Molekul verknUpft, so handell es sich um gegensatzlich geladene MolekUle. 

[0084] In einem fiinften Fail erfolgt das Aufbringen der Kraft durch eine Verkurzung eines Polymers, das die Aufhan- 
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gungen der Bindungspartner BP1 und BP2 bzw. der Verbindung zwisclien BP2 und BP3 bildet. Die Verkiirzung beruht 
dabei auf einer KonformationsSnderung des Polymers, die durch eine Veranderung des chemischen Milieus, z. B. den 
pH-Wert oder einer Saizkonzentration verursacht wird. 

5 2. Variation der Kraf irate 

[0085] Die Kraftrate mit der an einem MolekUl gezogen wird, wird durch zwei Parameter bestimmt. Zum einen ist es 
die Federkonstante der Aufhangungen zwischen der Bindungspartner BP1 und BP4 bzw. die Fcderkonstanle der Verbin- 
dung zwischen BP2 und BP3, zum zweiten ist es die Ziehgeschwindigkeit. Um die Kraftrate zu variieren, wahlt man ent- 
10 weder andere Federkonstante oder eine andere Ziehgeschwindigkeit 

[0086] Die bevorzugte AusfUhrung zur Variation der Federkonstante einer Aufhangung oder eines Konjugats erfolgt 
durch die Variation der Lange eines Polymers, das die Aufhangung bzw. die Verbindung bildet. 

3. Detekiion 

15 

[0087] Die Dctektion hat den Zweck zu bestimmen, weiche der beiden Bindungskomplexe eines Konjugats aus B 1 und 
B2 nach dem Anlegen einer Zugkraft getrennl wurden. Dies kann indirekt oder direkt geschehen. 
[0088] Ein indirekter Nachweis richtet sich auf einen freien' Bindungspartner BR der vor dem Anlegen der Zugkraft 
Teil eines Bindungskomplexes B war. Dies erreichf man durch Zugabe einer Sonde, die gegen den freien Bindungspart- 
20 nergerichtetist. Kommtes z.B. zur Trennung des Bindungskomplexes Bl, so konnen BP 1 oder/und BP2 nachgewiesen 
werden. 

[0089] Beim direkten Nachweis weist man nach, in weiche der beiden Zugrichtungen das Konjugat der Bindungspart- 
ner BP1 und BP2 nach dem ZerreiCen hin verlagert wurde. Zu diesem Zweck wird das Konjugat aus BP1 und BP2 mit ei- 
ner Markierung versehen. 

25 [0090] Zum Nachweis, welcher der Bindungskomplexe geirennt wurde, kfinnen auch zwei verschiedene Markierungen 
eingesetzt werden. Vorzugsweise wird dazu das Konjugat aus zweitem und drittem Bindungspartner, der zweite Bin- 
dungspartner oder der dritie Bindungspartner mit einer ersten Markierung versehen, und der erste oder der vierte Bin- 
dungspartner mit einer zweiten Markierung versehen, wobei die zweite Markierung von der ersten Markierung verschie- 
den ist 

30 [0091] In einer AusfUhrungsform wird dann die TYennstelle detektiert, indem man die Menge an erster Markierung er- 
miltelt, die an eine der Halteeinrichtungen gebunden ist, die Menge an zweiter Markierung erraittelt, die an dieselbe Hal- 
teeinrichtung gebunden ist, und die ermittelten Werte miteinander vergleicht und/oder zueinander in Beziehung setzt, 
Aus dem Verhaltnis der Mengen an erster und zweiter Markierung, die hei spiel sweise an Stempel oder Unterlage gebun- 
den sind, kann eine Aussage fiber das Ausmafi der Trennung von Proben- bzw. Referenzkomplex getroffen werden. 

35 [0092] Zum Nachweis der Sonde der indirekten oder der Markierung der direkten Detektion konnen verschiedenste 
Methoden des Stand der Technik herangezogen werden. Bei der bevorzugten AusfUhrungsform handeit es sich bei der 
Markierung um ein fluoreszierendes MolekUl. Hier kann auch FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) zum 
Einsatz kommen, indem man die beiden Bindungspartner eines Bindungskomplexes mit zwei verschiedenen Fluoropho- 
ren versiehl, zwischen denen ein Resonanztransfer stattfindct. Bei der IVennung der beiden Fluorophore geht das Fluo- 

40 reszenzsignal verloren. Eine weitere Abwandlung besteht darin, einen der beiden Bindungspartner eines Bindungskom- 
plexes mit einem Fluorophor zu versehen, den anderen mit einem MolekUl, das die Fluoreszenz des Fluorophor ausloscht 
(quenching). Beim TVennen der Bindungspartner wird die Ausloschung des Huorophors aufgehoben, es kommt also zu 
einer Venninderung des Signals. Als bevorzugte Fluorophore kommen nanoskalige, kolloidale Halbleiterpartikel (quan- 
tum dots) zur Anwendung. Weitere Moglichkeiten sind die radioaktive Markierung, die Markierung mit einem Affini- 

45 Utsmarker an dem ein Enzyms bindet, welches das Signal verstSrkt, die Chemoiumineszenz, eiektrochemische Markie- 
rungen oder die Massenspeklroskopie. 

4. Proben 

50 [0093] Der hier beschriebene differentielle Krafuest kann fUr ein weites Spektrum von Proben eingesetzt werden. Be- 
vorzugt handell es sich dabei um Proteine, im allgemeinen Antik6rper, Antigene, Haptene oder um natUriiche und kunst- 
liche Nukleins&uren. Es kann jedoch auch um Viren, Phagen, Zellbestandteile oder ganze Zellen handeln. Des weiteren 
kommen auch komplexbildende Substanzen wie Chelatoren in Betracht. 

55 5. Referenzkomplexe 

[0094] Ein Bindungspartner eines Referenzkomplexes kann selbst Bestandteil einer Probe sein, wie es beim Sandwich- 
format der Fall ist. Ein Referenzkomplex kann im Prinzip aus den gleichen Bestandteilen aufgebaut sein, wie ein Pro- 
benkomplex. 

60 

6. Zeitliche Reihenfolge der Verkettung 

» 

[0095] Die Verbindung der Bindungspartner BP2 (2) und BP3 (3) zu einem Konjugat (8) kann erfolgen bevor es zur 
Wechselwirkung von BP2 und BP3 mit BP1 oder BP4 kommt. 
65 [0096] Altemativ kann das Konjugat aus BP2 und BP3 aucb erst gebildet werden, nach dem eine Interaktion mit BP1 
und BP4 eingetreien ist 
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Experimenieiles Beispiel 1 

Krafitest zum Vergleich der Komplexe Biotin/Strcptavidin und Iminobiotin/Sireptavidin 

10103] Das lixpcriment zeigt, daB durch einen diflcrentiellen Krafttest die Unterschiede in der Trennkraft der Kom- 
plexe Btoiin/Sircpiavidin und Iminobiodn/Streplavidin bestimmt werden kflnnen. 

Prinzip 
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Bevorzugle Ausfiihrungsform derErfindung 

[0097] Bei der ersien bevorzugien Ausfiihrungsform der Erfindung bei der das Konjugar. aus B 1 und B° zwischen zwei 
OberllSchen hefestigt wird, wird die ZugkraR durch einen mechanisch, makroskopischen Zug angelegL die Deiekuon er- 
folgl direkt uber erne Markierung. 

[0098] Diese AusfUhrungsform wird hier an den beiden Formaien ertfrtcrt, die sich auch durch alle anderen Ausfiih- 
rungsfornien vcrwirklichen lassen, dem Sandwich- und dem Capture-Format: 

Beim Sandwichformat des differentiellen Kraftiests (Fig. 5) handelt es sich bei dem Konjugat aus BP2 und BP3 urn die 
Probe (15). Ein Bindungspartner BP2 (2) der Probe ist spezifisch fUr einen Bindungspartner BP1 (1), der auf der ersten 
Oberflache (13) gebunden ist. Ein weiterer Bindungspartner BP3 (3) ist spezifisch fur einen den Bindungspartner BP4 10 
(4), der auf der zweiien Oberflache (14) gebunden ist Bringt man die beiden Oberfiachen in Kontakt, so komml es zur In- 
terakuon der Probe mil BP] I und BP4 wodurch die Oberfiachen (13, 14) mitteis der entstandenen Bindungskomplexe Bl 
und B2 vcrknupft. werden. Zieht. man die Oberfiachen nun auseinander, so brichi bevorzugi jener der beiden Bindunes- 
komp exe, der die geringere TVennkraft aufweisi. Die Probe battel derjenigen Oberflache an, zu der noch ein imakier Bin- 
dungskomplex besiehl. 

I0O99) Beim Captureformai des differentiellen Kraftfests (Fig. 6) wird die Probe (15) auf der ersten Oberflache (13) 

In " 1 ^ 1 ?if 11 ' D ^ robC Verf(igl Uber ^ erslen Bindungspartner BP1 (1), der spezifisch fur den zweiien Bindungspart- 
ner BP2 (2) isi. BP2 ist nut BP3 (3) zu einem Konjugat verbunden, wobei BP3 einen vierten Bindungspartner BP4 bin- 
del, der aur der zweiien Oberflache (14) gebunden ist. 

101001 Man bringt beide Oberfiachen in KontakU wodurch es zur Interaklion von BP1 mit BP2 komnu Ziehl man die 
Oberfiachen nun auseinander, so orient bevorzugi der schwachere der beiden Komplexe, d. h. entweder der Kompiex au« 
BP1 mil BP2 oder der Kompiex aus BP3 mit BP4. Die Veneiiung des Konjugais aus BP2 und BP3 zwischen den beiden 
Oberfiachen wird bestimmt und gibt AufschluG dariiber, welcher der beiden Komplexe der stabilere war 
10101 ] Die Anbindung der Probe (15) im Capiurefonnat kann kovalent oder Uber schwache Wechselwirkungen erfol- 

101 02 1 Die bevorzugle Vorrichlung zur Ausflihrung der voriiegenden Erfindung besteht aus: 

i) Kincm Verbrauchsmitlel, das aus zwei Oberfiachen zurBindung der Reaktionspartner bestehi 
u) Den Bindungspartnem, die auf den Oberfiachen gebunden sind 

iii ) Miner Vorrichtung urn die beiden Oberfiachen in Kontakt zu bringen und sie wieder zu trennen, nachdem es zur 
luolckularcn Inleraklion der Bindungspartner gekommen ist, 

iv) Miner Markierung des Konjugats der Bindungspartner BP2 und BP3, anhand dessen n Verteilunc zwischen den 
beiden Oberfiachen bestimmt werden kann 

v) Miner Vorrichtung zur Detektion der Markierung 



20 
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|0104| Bioirn- und Iminobiotin werden an einer Unterlage gebunden. Fluoreszenzmarkierles Slreplavidin wird an die 
iinmobihsierfcn Hapicnc gebunden. Ein Stcmpcl, der mit Biotin beschichtet ist, wird so an die Unterlage angenahert daB 
das am Sieinpe! gebundene Biotin das liber die Haptene an die Unterlage gekoppelte Streptavidin binden kann Anschlie- 
Send wird der Stempel wieder entfernt Zum SchluB wird bestimmt welcher Anteil des Streptavidins vom Iminobiotin 
der Unterlage auf das Biotin des Slempels und welcher Anteil des Streptavidins vom Biotin der Unterlage auf das Biodns so 
des Slempels ubertragen wurde. 

|0105| Beim 'lrcnnen der Oberfiachen muB sich eine der beiden Bindungen 16sen. Der Ligand bieibt dabei entweder 
am Stcmpcl oder der Unterlage gebunden, je nachdem welche der Bindungen mechanisch stabiler ist 

Durchfuhrung 55 

1. BeschichLung des Stempels 

[0106] Es wurde ein mikroslrukturierter Stempel aus PDMS (Polydimethylsiloxan) gefenigt. Die Strukturen bestanden 
dabei aus SlcmpelfUBchen von ca. 100 x 100 urn, die durch Vertiefungen von ca. 25 um Breite und 1 urn Tlefe getrennt 
wurden. Das in Koniakt bringen des Stempels und der Unterlage setzt voraus, daB der dazwischen befindliche Puffer ver- 
drangt wird. Dies ist bei glatten Flachen nur auBerst schwierig bzw. langsain m5glich. Die im Stempel befindlichen Ril- 
len gewahrleisten den schnelien AbfluB des Puffers und einen vollslSndigen Kontakt der StempelfUBe milder Unterlage 
01071 Ein weiterer Vorteil der Mikrostruktur besteht darin, daB auf der Unterlage spiegelbildlich zu den Stempelrillen 
kerne MolekUle «'weggestelnpelt ,, werden. Der Iniensilatswert der verbleibenden "Gitter" reprasenuert die Dichteder 
MolekUle vordem Stempeln und kann bei der AuswerUmg somit als Referenzwert herangezogen werden. 
10108] Zur Fertigung des niikrosirukturierten Stempels wurde ein Ansatz aus einer 1 : 10 Mischung von Silikonelasto- 
mer und Vemeizungsreagenz (Sylgard 184. Dow Corning) nach mehrfachem Entgasen auf einen entsprechend struktu- 
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rierten Silikonwafer gegossen und fUr 24 h bei RT inkubiert. Nach der Potymerisierung wuitle die strukturierte OberflS- 
che des Stempel bei 1 mbar in einem Plasmaofen fDr 15 s einem fyO-Piasiiia ausgesetzt. Die oxidierte Oberflache wurde 
mil 3% Aminosilan (3-Aminopropyldimemyl-ethoxysiIan; ABCR, Karlsruhe) in 10% H 2 0 und 87% Elhanol fur 30 min 
inkubiert. Die silanisierie Oberflache wurde mil Reinstwasser gewaschen und mit Sdckstoff trocken geblasen. 
5 [0109] An die Aminogruppen des Silans wurde ein bifunkiionales PEG angebunden dessen eines Ende Uber eine durch 
NHS aktivierte Carboxygruppe, das andere Uber eine Biotingruppe verfugte. 20 pi einer Losung rail 2 mg/100 uJ NHS- 
PEG-Biotin (Shearwater, Huntsvillc) wurden unter einem Deckglas fur 1 h auf einem Slerapel nut einer Flache von 
1 cm 2 inkubierL Es wuxde mit Reinstwasser gewaschen und mit Slickstoff trocken geblasen. 

10 2. Beschichtung der Unterlage 

[0110] Ein Glasobjekttrager wurde durch 100 mintitige Behandlung mit gesaltigter KOH-Ethanolldsung gereinigt Die 
gereinigle Oberflache wurde nut 3% Aminosilan (3-Aminopropyldimethyl-ethoxysilan; ABCR, Karlsruhe) in 10% H 2 0 
und 87% Ethanol fiir 30 min inkubiert Die siianisierte Oberflache wurde mit. Reinstwasser gewaschen und mit Stickstoff 

is trocken geblasen. An die Aminogruppen des Silans wurde ein bifunktionales PEG angebunden dessen eines Ende Uber 
eine durch NHS aktivierte Carboxygruppe, das andere Uber eine t-Boc geschOtzte Aminogruppe verfugte (NHS-PEG- 
NH-tBoc, Shearewater, Huntsville). AnschlieBend wurde die tBoc Schutzgruppe nut Trifluor Essigsaure abgespalten. 
Biotin und Iminobiotin (Sigma, St Louis) wurden aus einer PBS Losung (Phosphate Saline Buffer; Sigma) mit einer 
Konzentralion von 5 mg/ml mit 5 nig/ml EDC (l-Ethyi-3-(3-Dimeihylamino-propyl)carbiimide; Sigma) und 5mg/ml 

20 NHS (N-hydroxysuccinimid; Sigma, St Louis) an die Aminogruppen des entschutzten PEGs angebunden. Die Unterlage 
wurde in einer gesfittigten H 2 0-Atmoshare far 1 h inkubiert, mit Reinstwasser gespiilt und mit Stickstoff trocken gebla- 
sen. Die Unterlage mit den immobilisierten Haptenen wurde mit 0, 1 mg/mt Alexa-Ruoi^-546-Sueptavidin-Konjugat in- 
kubiert, mit Reinstwasser gespMl und mit Stickstoff irocken geblasen. 

* 3. Siempeln 

[0111] Die Stempelprozedur kann mit einem einfachen Apparat erfolgen wie er beispielsweise in Fig. 7 dargestellt ist 
Die Apparatur bestehl aus einer Bodenplatte (1), zwei Fuhrungsstangen (2), einem Stempeischiitten (3), einer Stempel- 
kopfpolsterung (4), dem Stempelkopf (5) und der Stempelpoisterung (6) (siehe Fig. 7). Die Bodenplatte, die Fuhrungs- 
Mi stangen und der Stempelschlitten konnen aus MetaU gefertigt sein. Das Siempelkopfpolster kann aus einem Schaum- 
gummi und der Stempelkopf aus Plexiglas bestehen. Der Stempel ist quadratisch und hat die Flache von einem cm 2 und 
eine Dicke von 1 mm. Das Stempelposter hat die gleichen Abmessungen, ist jedoch auf beiden Seiten glatt und besteht 
*. B. aus einem besonders weichen POMS. 

[0112] Zum Stempeln wird die Unterlage auf die Bodenplatte und der Stempel auf das Slempeipoister gelegt Beide 
.15 werden mit Puffer bedeckt. Der Schlitten wird in die Fuhrungsstangen eingefiihrt und solange per Hand abgesenkt, bis 
der Stempel mit der Unterlage in Kontakt kommt Das TYennen erfolgt ebenfalls per Hand. 

[0113] Das Siempelkopfpolster hat die Funktion den Stempelkopf beim Aufsetzen des Stempels in eine exakt parailele 
Position zur Unterlage zu bringen. Das Stempelpolster dient dazu geringe Unebenheiten zwischen Stempel und Unter- 
lage auszugleichen. 

40 [0114] Die Oberflachen wurden so einander angenahert, daB das auf dem Stempel gebundene Biotin mit dem Strepta- 
vidin der Unterlage interagieren kann. Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurden die Oberflachen voneinander ge- 
trennt. 

4. Messung 

4S 

[0115] Sietupel und Unterlage wurden mil einein Laser-Scanner (Perkin Einter GeneTac LS IV) nach dem Marker 
Alcxa-Fluor®-546 abgcscannt 

Auswertung und Ergebnis 

50 

1. Der Unterschiedliche "Obertrag von Biotin bzw. Iminobiodn nach Biotin spiegelt die unterschiedliche mechani- 
sche Stabilitat der Streptavidin-Hapten Komplexe wieder. Der Obertrag von Biotin auf Biotin liefert eine 50% Re- 
ferenz, aus der die Dichte der Kopplungsereignisse im angenaherten Zustand bestimmt werden kann. 

2. Es werden 15% des an Biotin gebundenen Streptavidins von dem Biotin beschichteten Stempel nutgenommen. 
55 Die Effizienz der Kopplung wiihrend des Stempelns liegt daher bei 30%. Von Iminobiodn auf Biotin werden 30% 

Ubertragen. Die Streptavidin-Biodn Bindung ist also starker als die Streptavidin-Iminobiolin Bindung, so daB beim 
Trennen von Stempel und Unterlage das Streptavidin stets am Biotin gebunden bleibt wahrend sich die Bindung 
zum Iminobiotin I6st. 

60 [0116] Fig. 8A und 8B zeigen eine DarsLeliung der Unterlage bzw. des Stempels nach dem Stempeln. Messungen mit 
dem AFM-Kraftspektrometer ergaben fiir das Rezeptor-Ligand Paar Biotin/Avidin 160 pN ± 20 pN und 85 ± 1 5 fiir Imi- 
nobiotin/Avidin (Florin, E. L., Moy V. T. and Gaub H. E. Science 15. April 1994 t Vol. 264, pp. 415-417: "Adhesion For- 
ces Between Individual Ligand-Receptor Pairs"). Der Kraftvergleich zwischen Biotin/Sireptavidin und Iminobiotin/ 
Streptavidin kommt qualitauv zu dem Ergebnis. Auf der Unterlage in Fig. 8A erkennt man, dafi auf den Iminobiotin- 

65 Spots der linken Reihe wesentlich weniger Streptavidin gebunden wurde als auf den Biotin-Spots der rechten Reihe. 
Diese Bild ist spiegelbildlich auf dem Stempel in Fig. 8B wieder zu finden, wobei die Spois der linken Reihe, bei denen 
eine Verkettung der Art Biodn/Slreptavidin/Biotin statt fand, deutlich weniger Streptavidin auf den Stempel tibertragen 
wurde als bei der rechten Reihe, die einer VerkeUung Iminobioun/Streptavidin/Biotin enispricht 
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Experimentelles Beispiel 2 

Krafttest zum Vergleich zweier DNA-Duplexe 

[0117] Das Experiment zeigl, daB durch eincn differenlieilen Krafttest die TVennkrafie zweier DNA-Duplexe vcrgli- 5 
chen werden konnen. In dicsem Beispiel handeli es sich bei Duplex 1 um einen 20 Basenpaare langen Doppelsirang, bei 
Duplex 3 um einen 30 Basenpaare langen Doppelsirang. 



Prinzip 



Experiment: 20 bp gegen 30 bp (= Hxperiment 2a) 

5* NH2 - AAAAAAAAAA TCTCCGGCTTTACGGCGTAT Oligol 

imiimif 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

3'C^S-ACAGCCCGAAATCCCCCATA TTGCOOASCAATGCTAATACTT TCCCTGIUU^CTCqT C TCTC A flACXCTCGCT OXigo2a 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 i It II 1 1 1 1 M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Oligo3 5* Cy5-AXK»ZMTTTaiGCAGAGACSC96GG3kGCAA AAAAHAAAAA-Bio 

Referenzexperiment: 20 bp gegen 20 bp (= Experiment 2b) 
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10118] Oligonukleotid 1 (= Oligol) wird terminal an einer Unterlage gebunden. Oligonukleoiid 2 (= 01igo2) wird mir 
Oligol hybridisierl, wobei ein Probekomplex gebildei wird. Oligonukleotid 3 (= OHgo3) wird mil 0ligo2 hybridisiert, 
wobei ein Referenzkomplex gcbildet wird. Oligol und Oligo2 sind mil unterschiedlichen Fluoropboren markierL Oligo3 
isi mil einem Biotin markiert Ein Stempel, der mil Sircpiavidin beschichtet ist wird auf die Unterlage mil den drei hy- 
bridisierien Oligos aufgcpreBl, Dabei kommi es zur Bindung des Biotin von 01igo3 an das Slrcptavidin des Stcmpels. 15 
Der Stempel wird entfemt, wobei es in ciner VfcrketUing von Oligol mil OHgo2 und Oiigo3, entweder zum ZerreiBen des 
Probekomplexes oder des Referenzkomplexes kommi. 

10119] Beim Probenkomplex handelt es sich um einen DNA-Duplcx von 20 bp. Der Referenzkomplex bestehi aus ei- 
nem DNA-Duplex von 30 bp, von denen 20 mil denen des Probcnkomplexes identisch sind. Als Referenz wird ein zwei- 
tes Experiment durchgeftihrt, bei dem Proben- und Referenzkomplex 20 bp lang sind und den gleichen GC-Gehall auf- 20 
weisen. 

[0120] Da die Effizienz, mil der Vcrketiungen Qber die Biotin -Strepiavidin-Bindung gebildei werden beim Siempeln 
nur bedingt konlroliierbar ist, kann man sich bei dem Kraftlest nicht darauf beschranken nur OHgo2 zu markieren, um 
mittels dem AusmaB seiner Anreicherung auf derStempeloberflache das Verhalinis der Trennkrafte von Proben- und Re- 
ferenzkomplex zu berechnen. Man benotigl eine zweite Markienmg an 01igo3. Best i mint man anhand der beiden Mar- 25 
kierungen, wieviel Oligo2 itn Verhalinis zu Oligo3 auf dem Stempel angereicherl, bzw. auf der Unierlage abgereichen 
wurde, so erhalt man ein MaB dafilr, ob 01igo2 eine groBere TVennkraft zu Oligol oder 01igo3 aufweist. 
10121] Es ist darauf zu achten, daB bei einer Fluoreszenzmarkierung der Oligos keine Verfalschung des MeBergebnis- 
scs durch eineKluoreszenz-Resonanz-lVansfer (FRET) zwischen den Markierungen staufindeL Da ein geringes AusmaB 
von FRET zwischen den Markierungen einer Verkeuung oft unvermeidlich ist, ist darauf zu achten, daB die Markierun- 30 
gen innerhalb einer Verkettung bei Experiment und Referenzexperiment den gleichen Abstand voneinander haben. 
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5* HH2-AAAAAAAAAA TCTCCGGCTTTACGGCGTAT Oligol 

lllllllltlltllllltll 45 
3 * Cy3 -AGAGCCCGAAATGCCGCATA TTGGGGAGCAATGCTAATAflTT TCCCTCAAAGTCOTCTCTCA Ollgo2b 

I M 1 1 M 1 1 f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Oligo3 5* Cy5 -AGCGACTTTCAGCAGAaAGTCTGGGAGCAA AAAAAAAAAA-BiO 



50 



DurchfUhrung 



1 . Beschichtung der Unterlage: 

Als Unterlage wurden mil Aldeliydgruppen funktionalisierte Glas-Objekttrager (Telechem, Atlanta: Superaldehyde 
Slides) vcrwendei. Als Passivierung gegen die Absorption des Streptavidins des Stempels wurde an die Glasober- 55 
nache kovalent Polycthylenglykol (PEG) angebunden. Dazu wurden 2 rng bifunktionales PEG (Shearwater, Hunts- 
villc; Molckulargcwicht = 3400g/mol) mil je einer terminalen Amino- und einer terminalen Carboxygruppe, in 
1 00 ul PBS (Phosphate Saline Buffer, Sigma, St Louis) geldst und unter einem Deckglas fur2h auf dem Objekt- 
IrMgcr inkubicrl. Die aus der Reakuon der Amino-mil den Aldehydgruppen resultierenden SchifFbasen wurden fttr 
5 min tnil ciner 1 %igen NaBHU-Lsg reduziert. Daraufhin wurde die Unterlage mit Reinstwasser gewaschen und mil 60 
einem olfrcicn Siickstoffstrahl trocken geblasen. 

2. Anbindung von Oligol: 

Oligol: 5' NH2-AAAAAAAAAA TCTCCGGCTTTACGGCGTAT (SEQ ID NO:l) 

65 

Oligol verftigi ajn 5-Ende Qber eine Amino-Markierung und einen Spacer aus 10 Adeninen. Die weileren 20 Basen 
bilden mil 01igo2 den Probenkomplex. Mehrere Tropfen von je 1 ul einer Mischung aus 25 uM Oligol mil 5 mg/mi 
EDC (l-Elhyl-3-(3-Dimelhylamino-propyl)carbiiraide; Sigma, Sl Louis) und 5 mg/ml NHS (N-hydroxysuccini- 
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mid; Sigma, St. Louis) in PBS (Phosphate Saline Buffer: Sigma, St. Louis) wurden auf die beschichtete Unterlage 
gespotlet. Die Unterlage wurde in einer gesSttigten H3O- Atmoshare fur 1 h inkubiert, mil 0,2% SDS (Sodiumdode- 
kylsulfat; Sigma St. Louis) gewaschen, mit Reinstwasser gespiih und mit Su'ckstoff trocken geblasen. 
3. Hybridisierung: 

Oligo2a: 

5' TTGCTCCCAGACTCTCTGCTGAAAGTCCCTTTGATAATCGTAACGAGGGGTTATACGCCGTAAAGCCGGAGA~Cy3 
(SEQ ID NO:2) 



Oligo2b: 

15 5 T AC TC TCTGCTGAAAGTC CC TTTGATAATCGT AACGAGGGGTTATAC GCCGTAAAGC CGGAGA- C y 3 

{SEQ ID NO: 3) 

20 

Oligo3: 

5' CyS-AGGGACTTTCAGCAGAGAGTCTGGGAGCAA AAAAAAAAAA-BIO 
(SEQ ID NO: 4) 

Die Oligos 2a und 2b verftigen Uber eine Cy3®-Markierung (Cyanine3, Amersham-Pharmacia Biotech) am 5-Ende. 
OIigo3 verfiigt Dber eine CyS^-Markierung (CyanineS, Amersham-Pharmacia) am 5-Ende (alie Oligos von meta- 
bion, Martinsried). 

5 ul ciner Mischung aus Oligo2a (1 pM) und 01igo3 (2 uM) in einem Citrat-Pufter (pH = 7,2) nut 750 mM NaCl 
<o wurden unter einem Deckglas Uber die Spots des angebunden Oligol gegeben. Der Hybridisierungsansatz wurde in 
cincr gesattigten H 2 0-Atmoshare bei 80°C fur 15 min inkubiert, dann bei Raumtemperatur (RT) 30 min anklihlen 
lassen. Die Unterlage wurde einmal mit 15 mM NaCl/0,2% SDS und ein zwehes mal mit 15 mM NaCl bei Raum- 
icniperalur gewaschen und in 15 mM NfaCI aufbewahrt Kbenso wurde hei dem Referen7experiment verfahren, wo- 
hci Oligo2a gegen 01igo2b ausgetauschl wurde. 
AS 4. Beschichtung des Stempels: 

lis wurde eio mikrostrukturierter Stempel aus PDMS (Polydimethylsiioxan) gefertigt Die Strukturen bestanden da- 
bci aus StempelfUBchen von ca. 100 x 100 urn, die durch Vertiefungen von ca. 25 urn Breite und einem urn Hefe ge- 
ircnni wurden. Hierzu wurde ein Ansatz aus einer 1 : 10 Mischung von Silikonelastomer und Vemetzungsreagenz 
(Sylgard 184, Dow Corning) nach mehrfachem Entgasen auf einen entsprechend strukturierten Silikonwafer gegos- 
-10 sen und fiir 24 h bei RT inkubiert. Nach der Polymerisierung wurde die strukturierte Oberflache des Stempel bei 

1 mbar in einem Plasmaofen ftir 15 s einem HoO-Plasma ausgesetzL 

Die oxidierte Oberfiache wurde mit 3% Aminosilan (3-Aminopropyldimethyl-ethoxysilan; ABCR, Karlsruhe) in 
10% HtO und 87<%> Ethanol fUr 30 min inkubiert. Die silanisierte OberMche wurde mit Reinstwasser gewaschen 
und mil Stickstoff trocken geblasen. An die Aminogruppen des Silans wurde ein bifunktionales PEG angebunden 

45 desscn cines Ende uber eine durch NHS aktivierte Carboxygruppe, das andere iiber eine Biotingruppe verfUgte, 
20 ul einer Losung irdL 2 mg/100 ul NHS-PEG-Biotin (Shearwater, Huntsville) wurden unier einem Deckglas fur 
1 h auf einem Stempel mit cincr Flachc von 1 cm 2 inkubiert. Es wurde mit Reinstwasser gewaschen und mit Stick- 
siolf irocken geblasen. Auf die nun biotinylierte Oberfiache wurde 0,1 mg/ml Streptavidin (Sigma) in PBS gegeben 
und fur 30 min inkubiert. Es wurde mit Reinstwasser gewaschen und mit Stickstoff trocken geblasen. 

50 5. Slcinpeln: 

Hin Irisch praparierter Stempel und eine Unterlage wurden mit einer Losung von 15 mM NaCl unter einem Druck 
von 400 g/cm? auf die Flecken mit den angebundenen Oligos (Oligol + Oligo2 + 01igo3) gepreBt Nach 30 min 
wurde der Siempel sehr langsam abgehoben. Unterlage und Stempel wurden mit Reinstwasser gewaschen und mit 
S tic ktf off trocken geblasen. 

SS 6. Siempel und Unterlage wurden mit einem Zweifarb-Laser-Scanner (Perkin Eimer Genelac LS IV) nach den 

Markcrn Cy3 und Cy5 abgescannt. Um eine Vergleichbarkeit der MeBergebnisse zu gewShrleisten wurden die 
Siempel von Experiment und Referenzexperiment sowie die Unterlagen von Experiment und Referenzexperiment 
mil gleichen Laserintensit&en gescannt. 

60 Auswertung 

[0122] Rir jedes Experiment wurde der Stempel und die Unterlage ausgewertet. 

Auswertung der Unterlagen 

65 

[0123] Durch Subtraction der Intensitalen der gestempelten Flachen von den Intensilaten der nicht gestempelten Rillen 
wurden die DirTerenzen ACy3unt und ACy5 Um gebiidet. Aus den beiden Differenzen fur Experiment A (Oligo2a) wurde 
der Quotient = ACy3 Um /ACy5 Unl , aus den DirTerenzen fUr Experiment B (01igo2b) der Quotient Quite = ACy3 Un / 
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Qm „.w = Qauu x U9 = 0,69 x 1,39 = 0,96. 

1 01 30 1 Bei dcr Korrcki ur der Werte flir die Stempel erhalt man analog: 

QhsiU.u = 0,5 

Q, JS . = 0.6I = 1,22x0,5 

Qas.w = Qasi/K22 = Q ASl = 1,20/1,22 = 0,98 



to 
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ACy5 UDt gebildeL Als MaB fur den Unterschied der Abreicherung von 01igo2a bzw. OIigo2b wurde der Quoiient Q Um = 
QAUi«/QBUm gebildeL 

Auswenung der Stempel 

[0J24] Durch Subtraction dcr Intensitalen der Rillen, auf die keine Oligos Ubertragen wurden von den Inlensitaten der 
Stempelflachen wurden die Differenzen ACy3 St und ACy5 St gebildeL Au$ den beidcn Differenzen fur Experiment A 
(Ohgo2a) wurde der Quotient Q ASt * ACy3 st /ACy5sb aus den Differenzen ftfr Experiment B (Oligo2b) der Quotient Ob* 
- AC y 3 S f/ACy5 S c gebildet. Als MaB fur den Unterschied der Anreicherung von Oligo2a bzw. Oligo2b auf dem Stempel 
wurde der Quotient Qs, = QasJQbsi gebildet. 

Ergcbnis 

[0125] Fur die Unterlage von Experiment 2b ergab sich der Wert Q BUnl = 0,36 ± 0,08 fUr die Unterlage von 2a Qa^. = 
0,69 ± 0,09. Hieraus ergab sich Q Unl = QAUm/Qsuut = 1 ,92. ^ 15 

f 0126) FUr den Stempel von 2b ergab sich Q BSl = 0,61 ± 0,08, fur den Stempel von 2a Q^ m 1,20 ± 0,08. Hieraus ergab 
sich Q Sl = Qasc/Qbsi = 1 ,97. 

10127] Bei Experiment 2a handelte es sich urn einen Kraftvergleich eines 30 bp-Duplex auf der Seite des Stempels und 
cinen 20 bp-Duplex auf Seite der Unterlage. Bcirachlct man das Ergcbnis zu 2a (Q AUM = 0,69. Q ASl = 1 ,2) isoliert, so Igfii 
stch keine Aussage darUbcr trcffen, ob einer der beiden Duplexe stabiler war, bzw. welcher der beiden bcim Trennen des ->o 
Slcmpels von der Unterlage haufiger zerrifi als der andcrc. Einc solche Aussage aus Experiment 2a allein ware nur mog- 
Jich, wenn man aus den gemessenen Fluoreszenz-Intensitaten die tatsachlichen Stoffmengen an Cy3 und Cy5 bercchnen 
kanntc. Da beim vorliegenden Experiment, entsprechende Eichwerte nicht vorliegen, soli zu dem Kraftvergleich des 
30 bp-Duplex mit dem 20 bp-Duplex in Experiment 2a der Kraftvergleich des 20 bp-Duplex mit einem weiteren 20 bp- 
Duplex in Experiment 2b als Referenz berangezogen werden. ? 5 
101281 Die Quolienten aus Experiment 2a und Referenzexperiment 2b ergeben fdr die Unterlage Qu nr = QAihu/QBUm = 
1 ,92 und fUr den Stempel Q Sc = Qasi/Qbsc = 1,97. Dies bedeutet, dafi auf der Unterlage 2a etwa 2 mal so viel Cy3-mar- 
kiertcr Ohgo weggestempelt wurde wie bei 2b und dafi auf den Stempel etwa 2 mal so viel Cy3-markierter Oligo uber- 
tragen wurde wie bei 2b. 

I 01 29 | Fur cine geeichte Messung, bei der die Fluoreszenzintensitaten direkt proportional zu den Stoffmengen von 30 
Cy3 und Cy5 ausfallcn wurden, wUrde man beim Referenzexperiment 2b aufgrund der gleichen Stability der beiden 
20 bp-Duplcxc ein Q BU m = 0,5 und ein Qbsc = 0,5 erwarten. Der hier ermittelte Qb Uiu = 0,36 ist gegenUber dem bei einer 
gceiehlcn Messung zu erwartenden Rrgebnis urn den Faktor 1,39 zu klein. Korrigiert man QB Unt urn diesen Faktor auf 
0,5, so crhall man fur die Korreklur von Experiment 2a 
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10131 1 Hieraus kann gcsdilossen werden, daB es bei Experiment 2a zu einer Abreicherung des OUgo2a von der Unter- 
lage b/.w. cincr AnrciclKrung von 01igo2a auf dem Stempel von ca. 97% kommt. 
|0132| Mg. 9 A und 9B /cigen eine Darstellung der Unterlage bzw. des Stempels nach dem Stempeln bei Experiment 
2a. Fi«. 9C und 9D zcig.cn cine Darstellung der Unterlage bzw. des Stempels nach dem Stempeln bei Experiment 2b. 
|0133| Hr. 10A bis 10D zeigen das Ergebnis der Auswertung von Unterlage und Stempel nach Kraftvergleich mit Oli- 50 
gonuklcoiid 2a b/.w. Oligonuklcotid 2b. Es handelt sich urn Ausschnitte von Fluoreszenzprofllen. Der Verlauf der Profile 
wird durch den Weil in Fig. 9C angedeuteL Die Maxima der Graphen entsprechen den hellen Gitterlinien, die nicht ge- 
siciupclic Bereichc rcpniscnticrcn. Die zwischen den Peaks liegenden Minima entsprechen den dunklen Quadraten, von 
denen in l olgc ilcs Komakis mil dem auf den StempelfOBchen gebundenen Streptavidins OUgos weggestempelt wurden. 
|0134| Qs, und Q K m ergaben, dafi der Duplex zwischen 01igo2a und Oligo3 eine mindestens 50% grSBere Trennkraft 55 
aufweisi als dcr Duplex zwischen Oligo2b und 01igo3. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Nanotype GmbH 

<120> Verfahren und Vorrichtung zur Charakterisierung 
und/oder zum Nachweis eines Bindungskomplexes 

<130> differentielier Krafttest 

<140> 
<141> 

<160> 4 



<170> Patentln Ver. 2.1 

20 

<210> 1 
<211> 30 
<212> DMA 
25 <213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

w <223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 

Oligonukleotid 

<400> 1 

35 aaaaaaaaaa tctccggctt tacggcgtat 



40 



45 



50 



55 



<210> 2 
<211> 72 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 2 

;r c " ,ot '■" 9to ~ t — - 

72 



<210> 3 
<211> 62 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz; 
Oligonukleotid 

* <40C> 3 

actctctgct gaaagtccct ttgataatcg taacgagggg ttatacgccg taaagccgga 60 
93 62 



<210> 4 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 
Oligonukleotid 

<400> 4 

agggactttc agcagagagt ctgggagcaa aaaaaaaaaa 40 
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Patentansprtlche 30 

1 . Verfahren zur Charakterisierung und/oder zum Nachweis eines Bindungskomplexes, mit den Schritten: 
Bereitstellen eines ersten Bindungspartners und eines Konjugat* aus einem zweiren unci einem dritten Bindungs- 
partner und Bereitstelien eines vierten Bindungspartners Bilden einer Verkettung der Bindungspartner, wobei der 
erste Bindungspartner mil dera zweiten Bindungsparmer einen Probenkomplex und der dritte Bindungspartner mil 35 
dem vierten Bindungspartner einen Referenzkomplex ausbildet, 

Aufbringen einer Kraft an die Verkettung, die zur Trennung des Probenkomplexes Oder des ReferenzkornDlexes 
ftlhrtund * 

Bestimmen welcher der beiden Bindungskomplexe getrennl wurde. 

2. Verfahren nacb Anspruch 1, wobei zunaehst das Konjugat aus dem zweiten und dritten Bindungspartner bereit- 40 
gestellt wird und anschlieBend der Probenkomplex und/oder der Referenzkomplex gebildet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei zunaehst der Probenkomplex und/oder der Referenzkomplex gebildet wird 
und anschlieBend das Konjugat durch Verbinden des zweiten und dritten Bindungspartners bereitgestellt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, mit den Schritten Immobilisieren des ersten Bindungspartners an einer ersten Hal- 
teeinrichtung, Immobilisieren des vierten Bindungspartners an einer zweiten Halteeinrichtung, Hersteilen des Pro- 45 
benkomplexes durch In-Konlaki-Bringen des immobilisierten ersten Bindungspartners mil dem zweiten Bindungs- 
partner, Hcrstcllcn des Rcfcrcnzkomplcxcs durch In-Kontakt-Bringcn des immobilisierten vierten Bindungspart- 
ners mit dem dritten Bindungspartner, Annahero der ersten und zweiten Halteeinrichtung, wobei der zweite und 
driue Bindungspartner miteinander in Wechselwirkung treten konnen. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei der erste Bindungspartner und der viene Bindungspartner 50 
gleichsind. 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, wobei es sich bei dem ersten und dem zweiten Bindungspartner um 
einen Liganden und einen Rezeptor handell, die spezifisch aneinander binden. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei der Probenkomplex auf einer unspezifischen Wfechselwir- 
kung beruhL 55 

8. Verfahren nach Anspriiche 1 bis 7, wobei der Referenzkomplex auf einer spezifischen oder einer unspezifischen 
Wechselwirkung beruhL 

9. Verfahren nach Anspruche 1 bis 8, wobei mindestens einer der Bindungspartner vorzugsweise des Probenkom- 
plexes ein Korper ist. 

10. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei mindestens einer der Bindungspartner des Proben- 60 
komplexes ein Biomolekul ist. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei der erste und/oder zweite Bindungspartner an einer 
ersten bzw. zweiten Halteeinrichtung befestigt werden, die vorzugsweise jeweils einen Korper aufweisen. 

11 Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11, wobei mindestens ein Korper eine makroskopisch groBe Ober- 
flache aufweisu mit der vorzugsweise mehrere Probenkomplexe und/oder Referenzkomplexe verbindbar sind. 65 
13. \ferfahren nach einem der AnsprQche 9 bis 12, wobei mindestens ein Korper nanoskopisch klein ist, vorzugs- 
weise ausgewahlt aus einer Gruppe, die Partikel, magneusche Partikel, paramagnetische Partikel, diamagnetische 
Parlikel, Kolloide, Molekule, geladene MolekMe, Polymere. und vielfach geladene Polymere aufweist 
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14, Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, wobei die Kraft zur TVennung der Verketlung durch einen 
makroskopischen Zug aufgebracht wird. 

15, Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, wobei die Kraft durch ein magnetisches Feld aufgebrachL 
wird. 

s 16. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, wobei die Krafl durch eine hydrodynamische Strbmung 
aufgebracht wird. 

17. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, wobei die Kraft durch Einkoppeln von Schallwellen, vor- 
zugsweise Ultraschallwellen aufgebracht wird. 

18. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, wobei die Kraft durch Aufbringen elektrostatischer Krafte 
10 aufgebaut wird. 

19. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, wobei die Kraft durch molekulare Konformationsanderun- 
gen von Aufhangungen und/oder der Verbindungen aufgebracht wird, 

20. Nferfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, wobei eine Kraft unter Einhaltung einer bestimmlen Kraft- 
rate angelegt wird. 

15 21. \ferfahren nach Anspruch 20, wobei das Einstellen der Kraftrate uber die Ziehgeschwindigkeit. erfolgt, mil der 
die Halteeinricht ungen getrennr werden. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei das Einstellen der Kraftrate Uber die Federkonstante der Verket- 
tung mil ihren Anbindungen erfolgt. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei das Einstellen der Federkonstante uber die Variation der Lange eines Po- 
20 lymers aus dem die Anbindungen der liganden bzw. die Verbindung, die die Rezeptoren verbindet, erfolgt. 

24. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche, wobei ein Probenkomplex und/oder ein Referenzkomplex 
mindestens einen Bestandteil aufweist, der ausgewShlt wird aus einer Oruppe, die niedermolekulare Substanzen, 
Polyrnere, Proteinc, Antikorper. Antigenc, Haptene, naturliche oder kunstliche Nukleinsauren, Partikel, Viren, Pha- 
gen, Zellen, Zellbestandteile und/oder komplexbildende Substanzen wie Chelatoren aufweist. 

?5 25. Nferfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 24, mil den Schritten Immobilisieren des ersten Bindungspartners an 

einer ersten Halteeinrichtung, Imrnobiiisieren des vierten Bindungspartners an einer zweiten Haiteeinrichtung, Be- 
rciistelicn eines Konjugats aus dem zweiten und dritten Bindungspartner, das die Probe darstellt, wobei der zweite 
Bindungspartner an den ersten Bindungspartner binden kann und der dritle Bindungspartner an den vierten Bin- 
dungspartner binden kann, Annahern der ersten und der zweiten Halteeinrichtung, wobei die Bindungspartner der 

,w Probe mil den beiden anderen zugeordneten Bindungspartnern in Wechselwirkung treten kdnnen. 

26. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 24, mit den Schritten Immobilisieren des ersten Bindungspartners, 
der die Probe darstellt, an einer ersten Halteeinrichtung, Immobilisieren des vierten Bindungspartners an einer 
zweiten Halieeinrichtung, Bereitstellen eines Konjugats aus dem zweiten und dem dritten Bindungspartner, wobei 
der zweite Bindungspartner an die Probe binden kann, und der dritte Bindungspartner an den vierten Bindungspart- 

.15 ncr binden kann, Annahern der ersten und der zweiten Halteeinrichtung, wobei die zugeordneten Bindungspartner 
in Wechselwirkung treten kdnnen. 

27. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche mit dem Schritt, Markieren des Probenkomplexes und/oder 
des Rcfcrcnzkomplexes, vorzugsweise mindestens eines Bindungspartners und inctirekle oder direkte Detektion der 
Trcnnslcllc. die sich nach dem Aufbringen der Kraft ergibt. 

AO 28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei das Konjugat aus zweitem und drittem Bindungspartner, der zweite Bin- 

dungspartner oder der dritte Bindungspartner mit einer ersten Markierung versehen werden, und der erste oder der 
vierto Bindungspartner mil einer zweiten Markierung versehen werden, die von der ersten Markierung verschieden 
ist. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die Detekuon der Trennstelle dadurch erfolgt, daB man die Menge an erster 
45 Markierung cnniltcii. die an eine der Halteeinrichtungen gebunden ist, die Menge an zweiter Markierung ermittelt, 

die an ilicsclbc TIalteeinrichLung gebunden isl, und die erimtlelLen Werie miteinander vergieichl und/oder zueinan- 
der in Bcziehung scl/.l. 

30. Verfahren nach einem der AnsprUche 27 bis 29, wobei die Markierung durch fluoreszierende MolekUle erfolgt 

31. Verfahren nach Anspruch 30, wobei ein Bindungspartner eines Bindungskomplexes mit einem ersten Fluoro- 
50 phor und der /wcite Bindungspartner mit einem zweiten Fluorophor versehen ist, zwischen denen ein Fluoreszenz 

Resonanz Transfer (I TOST) staUfindeL 

32. Verfahren nach Anspruch 30, wobei ein Bindungspartner eines Bindungskomplexes mit einem Fluorophor und 
der /wcite Bindungspartner mit einem MolekUl versehen ist, der die Fluoreszenz des Fluorophors ausloscht (quen- 
ching). 

55 33. Verfahren nach einem der AnsprUche 27 bis 29, wobei es sich bei der Markierung um fluoreszierende nanosko- 

pische TIalbiciierpartikei (quantum dots) handett. 

34. Verfahren nach einem der AnsprUche 27 bis 29, wobei es sich um eine radioaktive Markierung handelt. 

35. Verfahren nach einem der AnsprUche 27 bis 29, wobei es sich bei der Markierung um ein Enzym oder einen Af- 
finiiatsmarker handcll. an den ein Enzym binden kann, das durch eine Reakdon einen SignalstofF entwickelL 

60 36. Verfahren nach Anspruch 35, wobei an die Trennung eines Komplexes die Aktivierung eines Enzyms gekop- 
peh isi. welches cin dcieklierbares Signal entwickelt. 

37. Verfahren nach eineni der AnsprUche 27 bis 29, wobei es sich bei der Markierung um ein MolekUl der Hektro- 
luniincszcnz, ein clekirochemisch detektierbares MolekUl oder um eine Massenmarkierung handelt, die durch Mas- 
senspektroskopie nachgewiesen werden kann. 
65 38. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 37, wobei das Verfahren wahrend eines MeBvorgangs an vielen 
gleichartigcn Vcrkctlungen durchgefUhrt wird. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, wobei nur eine Art Verketlung bei nur einer Kraftrate getestet wird, wobei die 
Verketlung stcis den gleichen Probenkomplex und stets den gleichen Referenzkomplex beinhalteL 

■ 
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40. Verfahren nach Anspruch 39, wobei nur eine Art Verkettung bei verschiedenen Kraftraten getestet wird, wobei 
die Verkettung steis den gieichen Probenkomplex und stets den gleichen Referenzkomplex beinhalteL 

41. Verfahren nach Anspruch 38, wobei verschiedene Verkettungen bei nur einer Kraftrate gercstet werden, wobei 
die Verkettungen stets den gleichen Probenkomplex aber verschiedene Referenzkomplexe rail verschiedenen 
TYennkraften beinhalteL 

41 Verfahren nach Anspruch 38, wobei verschiedene Verkettungen bei verschiedenen Kraftraten getesiel werden, 
wobei die Verkeuungen stets den gleichen Probenkomplex aber verschiedene Referenzkomplexe mil verschiedenen 
Trennkrtiften beinhalten. 

43. Verfahren nach einem der Ansprilche 40 bis 42, wobei die Verkettungen seriell an nur einem Ansatz getestet 
werden. 

44. Verfahren nach einem der Anspriiche 40 bis 42, wobei die verschiedenen Verkettungen bzw. Kraftraten in se- 
paraten Ansatzen vorzugsweise parallel getestet werden. 

45. Vbrrichtung zur Charaklerisierung und/oder zum Nachweis eines Bindungskomplexes, mit: 

einem ersten Bindungspanner und einem Konjugat aus einem zweiten und einem dritten Bindungspartner und ei- 
nem vierten Bindungspartner, 15 
einer Einrichtung zum Verketten der Bindungspartner, wobei der erste Bindungspartner mit dem zweiten Bindungs- 
partner einen Probenkomplex und der dritte Bindungspartner mil dem vierten Bindungspartner einen Referenzkom- 
plex ausbildel, 

einer Einrichtung zum Aufbringen einer Kraft an die Verkettung, die zur lYennung des Probenkomplexes oder des 
Rcferenzkomplexes fiihrt und 20 
einer Einrichtung zum Bestimmen welcher der beiden Bindungskomplexc getrennt wurde, 

46. Vbrrichtung nach Anspruch 45, wobei zunachstdas Konjugat aus dem zweiten und drill en Bindungspartner be- 
reiigestellt wird und anschlieBend der Probenkomplex und/oder der Referenzkomplex gebildet wird. 

47. Vorrichtung nach Anspruch 45, wobei zunachst der Probenkomplex und/oder der Referenzkomplex gebildet 
wird und anschlieBend das Konjugat durch Verbinden des zweiten und dritten Bindungspartners bereitgestellt wird. 25 

48. Vbrrichtung nach Anspruch 47, wobei der erste Bindungspartner an einer ersten Halteeinrichtung immobilisiert 
ist, der vierle Bindungspartner an einer zweiten Halteeinrichtung immobilisiert ist, der zweite Bindungspartner mit 
dem ersten Bindungspartner den Probenkomplex bildet, und der dritte Bindungspartner mit dem vierten Bindungs- 
partner den Referenzkomplex bildet, und mit einer Einrichtung zum Annahern der ersten und der zweiten Halteein- 
richtung, wobei der zweite und der dritte Bindungspartner in Wechselwirkung ireten k5nnen. 30 

49. Vbrrichtung nach einem der Anspriiche 45 bis 48, wobei der erste Bindungspartner und der vierte Bindungs- 
partner gleich sind. 

50. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 45 his 49, wobei es sich bei dem ersten und dem zweiten Bindungspart- 
ner urn einen Liganden und einen Rezeplor handelt, die spezifisch aneinander binden. 

51. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 45 bis 49, wobei der Probenkomplex auf einer unspezilischen Wechsel- 35 
wirkung beruhL 

52. Vbrrichtung nach Anspriiche 45 bis 51, wobei der Referenzkomplex auf einer spezifischen oder einer unspezi- 
fischen Wechselwirkung beruhL 

53. Vorrichtung nach Anspriiche 45 bis 52, wobei mindestens einer der Bindungspartner vorzugsweise des Proben- 
komplexes ein Koiper isl. 

54. Vbrrichtung nach einem der Anspriiche 45 bis 53, wobei mindestens einer der Bindungspartner des Probenkom- 
plexes ein Biomolekul ist. 

55. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 45 bis 54, wobei der erste und/oder zweite Bindungspartner an einer er- 
sten bzw. zweiten Halieeinrichrung befestigt werden, die vorzugsweise jeweils einen KGrper aufweisen. 

56. Vorrichtung nach einem der Anspruche 53 bis 55, wobei mindestens ein Kdrper eine makroskopisch groBe 45 
Oberflache aufweist, mil der vorzugsweise mehrere Probenkomplexe und/oder Referenzkomplexe verbindbar sind. 

57. Vbrrichtung nach cincm der Anspriiche 53 bis 56, wobei mindestens cin Kdrper nanoskopisch klcin ist, vor- 
zugsweise ausgewUhlt aus einer Gruppe, die Partikel, magnetische Partikel, paramagnetische Partikel, diamagneti- 
sche Partikel, Kolloide, Molekiile, geladene Molekule, Polymere, und vielfach geladene Polymere aufweisL 

58. Vbrrichlung nach einem der Anspruche 45 bis 57, wobei die Krafteinrichtung zur Trennung der Verkettung eine 50 
Einrichtung zum Aufbringen eines makroskopischen Zugs aufweist. 

59. Vbrrichtung nach einem der Anspruche 45 bis 58, mil einer Einrichtung zum Aufbringen von magnetische 
Kraften. 

60. Nbrrichlung nach einem der Anspriiche 45 bis 59, mit einer Einrichtung zum Aufbringen von hydrodynami- 
schen Kraften. 



40 



55 



61. Vforrichtung nach einem der Anspriiche45 bis 60, mil einer Einrichtung zum Einkoppeln von Schallwellen, vor- 
zugsweise Ulu-aschailwellen. 

62. Vbrrichtung nach einem der Anspriiche 45 bis 61, mit einer Einrichtung zum Aufbringen von eiektrostatischen 
Kraften. 

63. Vbrrichtung nach einem der Anspriiche 45 bis 62. mit einer Einrichtung zum Bewirken von molekularen Kon- 60 
formationsanderungen von AurMngungen und/oder der Verbindungen. 

64. Vbrrichlung nach einem der AnsprUche 45 bis 63, wobei die Kraft unter Einhaltung einer besummten Kraftrate 
angelegl wird. 

65. Vbrrichtung nach Anspruch 64, mit einer Einrichtung zum Einstellen der Kraftrate, vorzugsweise der Ziehge- 
schwindigkeiL mit der die Halteeinrichtungen getrennt werden. 65 

66. Vbrrichtung nach Anspruch 64 oder 65, wobei die Kraftrate uber die Federkonstante der \ferkettung mit ihren 
Anbindungen einstellbar isL 

67. \brrichtung nach Anspruch 66, wobei die Federkonstante Uber die Variation der Lange eines Polymers aus dem 
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die Anbindungen der Liganden bzw. die Verbindung, die die Rezeptoren verbindei, einstelibar ist. 

68. Vbrrichtung nach einem der Anspruche 45 bis 67, wobei ein Probenkomplex und/oder ein Referenzkomplex 
mindestens cinen Bestandteil aufweist, der ausgewahk wird aus einer Gruppe, die niedermolekulare Substanzen, 
Polymere, Proteine, AntikSrper, Antigene, Haptene, natiirliche oder kunsdiche Nukleinsaurcn, Parlikel, Viren, Pha- 
gen, Zellen, Zellbestandteile und/oder komplexbildende Suhstanzen wie Chelatoren aufweist. 

69. Vbrrichtung nach einem der Anspruche 45 bis 68, wobei der erste Bindungspartner an einer ersten Haltevor- 
richiung immobilisiert isi, der vierie Bindungspartner an einer zweiten Halteeinrichtung immobilisiert ist, ein Kon- 
jugat aus dem zweiien und dritten Bindungspartners besteht, das die Probe darstellt, wobei der zweite Bindungspart- 
ner an den ersten Bindungspartner binden kann und der dritie Bindungspartner an den vierten Bindungspartner bin- 
den kann, und mil einer Einrichtung zum Annahern der ersten und der zweiten Halteeinrichtung, wobei die Bin- 
dungspartner der Probe mit den beiden anderen zugeordneten Bindungspartnern in Wechselwirkung treten konnen. 

70. Vbrrichtung nach einem der AnsprOche 45 bis 68, wobei der erste Bindungspartner, der die Probe darstellt, an 
einer ersten Halteeinrichtung immobilisiert ist, der vierte Bindungspartner an einer zweiten Halteeinrichtung i mmo- 
bilisiert ist, ein Konjugat aus dem zweiien und dem driuen Bindungspartner besteht, wobei der zweite Bindungs- 
partner an die Probe binden kann, und der driile Bindungspartner an den vierten Bindungspartner binden kann, und 
mit einer Einrichtung zum AnnaJiem der ersten und der zweiten Halteeinrichtung, wobei die zugeordneten Bin- 
dungspartner in Wechselwirkung treten kdnnen. 

71. Vbrrichtung nach einem der Anspriiche 45 bis 70 mil einer Markierung an dem Probenkomplex und/oder dem 
Referenzkomplex, vorzugsweise mindestens einem Bindungspartner und einer Einrichtung zum indirekten oder di- 
rekten Detektieren der TTrennslelle, die sich nach dem Aufbringen der Kraft ergibt. 

72. Vbrrichtung nach Anspruch 71 mit einer ersten Markierung an dem Konjugat aus dem zweiten und dritten Bin- 
dungspartner und einer zweiten Markierung an dem ersten oder vierten Bindungspartner, wobei die zweite Markie- 
rung von der ersten Markierung verschieden ist 

73. Vbrrichtung nach Anspruch 71 oder 72, wobei die Markierung durch fluoreszierende Molektfle erfolgt. 

74. Vbrrichtung nach Anspruch 73, wobei ein Bindungspartner eines Bindungskomplexes mit einem ersten Fluoro- 
phor und der zweite Bindungspartner mit einem zweiten Fluorophor versehen ist, zwischen denen ein Fluoreszenz 
Resonanz Transfer (FRET) stattfindet. 

75. Vbrrichtung nach Anspruch 73, wobei ein Bindungspartner eines Bindungskomplexes rnit einem Fluorophor 
und der zweite Bindungspartner mit einem Molektil versehen ist, der die Fluoreszenz des Fiuorophors auslttscht 
(quenching). 

76. Vbrrichtung nach Anspruch 71 oder 72, wobei es sich bei der Markierung urn fluoreszierende nanoskopische 
Halbleiterpartikel (quantum dots) handelt. 

77. Vbrrichtung nach Anspruch 71 oder 72, wobei die Markierung radioaktiv ist. 

78. Vbrrichtung nach Anspruch 7 1 oder 72, wobei die Markierung ein Enzy in oder einen AffinMtsmarker aufweist, 
an den ein Enzym binden kann, das durch eine Reaktion einen Signalstoff entwickelL 

79. "vbrrichtung nach Anspruch 78, wobei an die lYennung eines Komplexes die Akti vierung eines Enzyms gekop- 
pelt ist, welches ein detektierbares Signal entwickelL 

80. Vbrrichtung nach Anspruch 71 oder 72, wobei es sich bei der Markierung urn ein MoleklH der Elektrolumines- 
zenz, ein elektrochemisch detektierbares Molektil oder urn eine Massenmarkierung handelt, die durch Massenspek- 
troskopie nachgewiesen werden kann. 

81. Vbrrichtung nach einem der Anspruche 45 bis 80, mit vieien gleichartigen Verkettungen, an denen der Mefivor- 
gang durchgefUhrt wird. 

82. Vbrrichtung nach Anspruch 81, wobei nur eine Art Verkettung bei nur einer Kraftrate getestet wird, wobei die 
Verkettung stets den gleichen Probenkomplex und stets den gleichen Referenzkomplex beinhaliet. 

83. Vbrrichtung nach Anspruch 81, wobei nur eine Art Verkettung bei verschiedenen Kraftraten getestet wird, wo- 
bei die VerkeUung stets den gleichen Probenkomplex und stets den gleichen Referenzkomplex beinhallel. 

84. Vbrrichtung nach Anspruch 81, wobei verschicdcnc Verkettungen bei nur einer Kraftrate getestet werden, wo- 
bei die Verkeuungen stets den gleichen Probenkomplex aber verschiedene Referenzkomplexe mit verschiedenen 
TrennkraTten beinhaltet 

85. Vbrrichtung nach Anspruch 81, wobei verschiedene Verkettungen bei verschiedenen Kraftraten getestet wer- 
den, wobei die Verkettungen stets den gleichen Probenkomplex aber verschiedene Referenzkomplexe mit verschie- 
denen Trennkraften beinhallen. 

86. Vbrrichtung nach einem der Anspriiche 83 bis 85, wobei die Verkettungen seriell an nur einem Ansatz getestet 
werden. 

87. Vbrrichtung nach einem der Anspruche 83 bis 85, wobei die verschiedenen Verkeuungen bzw. Kraftraten in se- 
paraien Ansatzen vorzugsweise parallel getestet werden. 

88. Vbrrichtung nach einem der Anspruche 45 bis 87, wobei die TrennkraTte der Referenzkomplexe so gewahlt 
sind, daB sich die Trennkrafi des Probenkomplexes naherungsweise bestimmen laBt. 

89. Kit zum Nachweis eines Bindungskomplexes zum Durchfilhren eines Verfahrens nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 44. 

90. Kit zum Nachweis eines Bindungskomplexes mit den Knrichrungen nach mindestens einem der Anspriiche 45 
bis 88. 
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